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Evaluación de nuevas estrategias para el desarrollo de terapias 
anticancerosas selectivas 
El cáncer es una enfermedad muy común y difícil de tratar. En países desarrollados, se 
estima que una de cada tres personas desarrolla esta enfermedad a lo largo de sus vidas y que 
únicamente la mitad de los afectados logra sobrevivir más de 5 años. A pesar de la 
implementación de campañas de diagnóstico precoz, un gran número de cánceres se 
diagnostican cuando células de un tumor primario ya han invadido tejidos cercanos y se han 
diseminado a través de la sangre o la linfa a otros tejidos del organismo. En esta fase de la 
enfermedad, denominada metástasis, las células del tumor ya no están localizadas y, por tanto, 
ya no pueden eliminarse mediante la cirugía o la radioterapia. La principal forma de tratamiento 
en esta fase de la enfermedad es la quimioterapia, que consiste en administrar fármacos de 
forma sistémica con el objetivo de que alcancen y maten a las células tumorales. Pero la gran 
mayoría de estos fármacos son tóxicos tanto para las células tumorales como para las células 
sanas, lo que causa una alta toxicidad en el paciente y hace necesario reducir las dosis de estos 
fármacos a niveles que son poco efectivos. La poca eficacia de la terapia anticancerosa en el 
tratamiento de pacientes con metástasis se refleja en los bajos porcentajes de supervivencia en 
estos pacientes. Por ejemplo, las estadísticas indican que el cáncer que más se diagnostica y más 
muertes causa a nivel mundial es el cáncer de pulmón, que en países desarrollados 
aproximadamente el 50% de los cánceres de pulmón se diagnostican cuando el paciente ya tiene 
metástasis distantes, y que únicamente el 3% de estos pacientes logra sobrevivir más de 5 años. 
Estos datos indican que es necesario buscar nuevas estrategias selectivas para el tratamiento de 
cánceres con metástasis, y especialmente para el cáncer de pulmón. 
En la búsqueda de estrategias anticancerosas selectivas es importante encontrar 
diferencias entre las células cancerosas y las células normales que puedan explotarse desde el 
punto de vista terapéutico. Datos recientes indican que las células tumorales tienen defectos en 
la reparación de determinados tipos de daño genético. La utilización de compuestos que 
induzcan daños específicos en el ADN causaría la muerte de las células tumorales que carezcan 
de los mecanismos necesarios para repararlos. Las células normales, que no tienen esos defectos 
en la reparación del daño genético, repararían el daño y sobrevivirían al tratamiento con esos 
compuestos. También se ha demostrado recientemente que el metabolismo de las células 
cancerosas está alterado. A diferencia de las células normales, las células cancerosas activan la 
glicólisis de forma mantenida incluso cuando los niveles de oxígeno son adecuados (efecto 
Warburg), y generan niveles elevados de especies reactivas de oxígeno de forma constitutiva. 
Estas diferencias metabólicas hacen que las células cancerosas puedan ser más susceptibles que 
las células normales al tratamiento con inhibidores de la glicólisis y/o con compuestos 
prooxidantes. 
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Tras revisar brevemente información general sobre el cáncer y aspectos básicos sobre el 
cáncer de pulmón, este trabajo analiza la literatura que sugiere que es posible matar células 
tumorales de forma selectiva explotando sus defectos en la reparación del daño en el ADN y sus 
alteraciones metabólicas. Fruto de este análisis se seleccionaron más de 100 compuestos (o 
estrategias), y su posible actividad anticancerosa selectiva se evaluó mediante el ensayo MTT en 
células cancerosas de pulmón (A549) y células no cancerosas de pulmón (MRC5). 
Posteriormente se evaluó la posible implicación de la inducción de daño en el ADN, de la 
inhibición de la glicolisis y de la capacidad de generar especies reactivas de oxígeno (capacidad 
prooxidante) en la actividad anticancerosa de los compuestos más selectivos. El daño en el 
ADN se evaluó mediante el ensayo del cometa y mediante las técnicas de inmunofluorescencias 
TARDIS y focos de γH2AX. El tipo de daño genético y la implicación de dicho daño en la 
citotoxicidad de los compuestos activos se evaluaron mediante la utilización de líneas celulares 
deficientes en las principales rutas de reparación del daño en el ADN (VC8, EM9, EM9-V, 
UV4, UV5, UV61, KO40 y V3-3) y sus  correspondientes líneas celulares no deficientes (VC8-
B2, EM9-XH y AA8). La inhibición de la glicólisis se evaluó midiendo los niveles de glucosa 
(producto inicial de la glicólisis) y de lactato (producto final de la glicólisis) en el medio 
extracelular tras el tratamiento con el compuesto ensayado. La capacidad prooxidante se analizó 
evaluando si la actividad citotóxica del compuesto se reducía en presencia de compuestos 
antioxidantes (catalasa, -acetilcisteína y MnTMPyP). También se emplearon los ensayos XTT, 
SRB, clonogénico y Anexina V-FITC para profundizar en los mecanismos citotóxicos de 
algunos compuestos activos. Finalmente, para confirmar la selectividad anticancerosa de los 
compuestos más activos, se utilizaron células cancerosas de mama (MCF7), piel (UACC62) y 
colon (HTC116) frente a células normales de mama (MCF10) y piel (VH10). 
Varios compuestos demostraron una selectividad anticancerosa destacable. El epoxialquil 
galactopiranósido (2S,3S)-2,3-Epoxidecil 4,6-O-(S)-bencilideno-β-D-galactopiranósido 
(compuesto 35) mostró actividad anticancerosa selectiva en células de cáncer de pulmón, mama 
y melanoma. Este compuesto indujo daño genético, en cuya reparación estuvo involucrada la 
vía de reparación por escisión de nucleótidos (NER). La aziridina derivada de galactosa 2-Metil-
2,3-[N-(4-metilbencenosulfonil)imino]propil 2,3-di-O-bencil-4,6-O-(S)-bencilideno-β-D-
galactopiranósido (compuesto 22) también indujo selectividad anticancerosa en células de 
pulmón, mama y melanoma, que puede estar mediada por su capacidad de inducir daño genético 
que requiere NER para su reparación. Es de destacar que las dosis de esta nueva aziridina 
requeridas para matar células de cáncer de mama fueron aproximadamente 50 veces inferiores a 
las necesarias para matar células normales de mama. El compuesto dicarbonílico fenilglioxal 
presentó actividad anticancerosa selectiva sobre células cancerosas de pulmón. Esta actividad 
fue debida, al menos en parte, a la inducción de daño en el ADN y a la generación de peróxido 
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de hidrógeno. Células deficientes en NER, recombinación homóloga (HR) y unión de extremos 
no homólogos (NHEJ) fueron más sensibles al efecto citotóxico de este compuesto. Estos datos 
indican que fenilglioxal produce aductos en el ADN y roturas de doble cadena, y sugieren que 
tumores con defectos en estas vías de reparación pueden ser hipersensibles al efecto citotóxico 
de este compuesto. Las lactonas α,β-insaturadas 2-furanona y 2-pirona mostraron actividad 
citotóxica selectiva sobre células de cáncer de pulmón, e indujeron daño en el ADN que 
requiere HR para su reparación. El nuevo antagonista del receptor de neurokinina-1 INKB300b 
demostró una selectividad anticancerosa marcada sobre células de cáncer de pulmón, mama y 
melanoma. Resultados preeliminares sugieren que esta selectividad anticancerosa puede 
deberse, en parte, a su capacidad de inducir daño genético reparado por HR.  
Los compuestos fenólicos pirogalol (presente en el compuesto mayoritario del té verde 
epigalocatequina-3-galato), ácido clorogénico (presente en el café) y dodecil hidroxitirosil éter 
(derivado sintético del compuesto presente en el aceite de oliva hidroxitirosol) también 
mostraron selectividad frente a células cancerosas de pulmón. La citotoxicidad de estos 
compuestos estuvo mediada, al menos en parte, por la producción de especies reactivas de 
oxígeno y por la  generación de daño en el ADN. Las vías de reparación HR, NHEJ y Anemia 
de Fanconi (FA) estuvieron implicadas en la reparación del daño inducido por pirogalol, y la vía 
de reparación por escisión de bases (BER) en la de dodecil hidroxitirosil éter. La combinación 
de este derivado de hidroxitirosol con 5-fluorouracilo indujo un efecto sinérgico en células de 
cáncer de pulmón y un efecto antagónico en células normales de pulmón. Este compuesto 
también demostró actividad anticancerosa selectiva frente a células de cáncer de mama. 
Debido a la posible implicación del transportador Na+-K+-ATPasa en la elevada capacidad 
glicolítica de las células cancerosas, y sabiendo que los heterósidos cardiotónicos son conocidos 
inhibidores de este transportador, se evaluó la actividad anticancerosa selectiva de varios 
heterósidos cardiotónicos (digitoxina, digoxina y ouabaína) y de un extracto hidroalcohólico de 
las hojas de una planta rica en heterósidos cardiotónicos (erium oleander). Los 3 heterósidos 
cardiotónicos y el extracto vegetal mostraron una elevada selectividad frente a células 
cancerosas de pulmón e indujeron una marcada inhibición de la glicólisis en estas células. 
También potenciaron la citotoxicidad de cisplatino en células de cáncer de pulmón al 
administrarse tras este fármaco anticanceroso. El extracto de erium oleander indujo daño en el 
ADN que requiere HR para su reparación. Cabe destacar que digitoxina inhibió el crecimiento 
de células cancerosas de pulmón a concentraciones más bajas que las presentes en el plasma de 
pacientes que utilizan este fármaco para el tratamiento de su enfermedad cardiaca. 
En conclusión, los resultados obtenidos en este trabajo indican que es posible matar 
células cancerosas de forma selectiva explotando sus defectos en la reparación del daño en el 
ADN y sus alteraciones metabólicas. La marcada selectividad anticancerosa mostrada por 
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algunos de los compuestos ensayados requiere confirmación en modelos animales de cáncer. La 
actividad anticancerosa selectiva de digitoxina en células de cáncer de pulmón a 
concentraciones terapéuticas apoya la posible realización de ensayos clínicos en pacientes con 
este tipo de cáncer. 
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Evaluation of new strategies for the development of selective 
anticancer therapies 
Cancer is a very common and difficult-to-treat disease. It has been estimated that one out 
of three people in developed countries will develop cancer at some point in their lifetime, and 
that only half of the people diagnosed with cancer will manage to survive more than 5 years. 
Despite the implementation of early detection campaigns, many cancers are still diagnosed 
when cells from a primary tumor have already metastasized to other parts of the body. At this 
stage of disease, tumor cells are no longer localized and can no longer be eliminated by surgery 
or radiotherapy. The main form of treatment at this point is chemotherapy, which consists of 
delivering drugs systemically so that they can reach and kill the tumor cells. But most of these 
drugs are toxic to both tumor and normal cells, cause severe side effects in patients and, 
therefore, need to be used at suboptimal levels. The low efficacy of chemotherapy in patients 
with advanced cancers is reflected in the low 5-year survival rates observed in these patients. 
For instance, cancer statistics show that the most commonly diagnosed cancer in the world is 
lung cancer, that approximately 50% of patients diagnosed with lung cancer have distant 
metastasis, and that only 3% of these patients manage to survive more than 5 years. The low 
efficacy of cancer therapy for the treatment of patients with metastasis makes the development 
of selective anticancer strategies necessary. 
In the search for selective anticancer strategies, it is important to identify differences 
between cancer cells and normal cells and that these differences can be exploited 
therapeutically. Recent data suggest that tumor cells commonly have defects in DNA repair 
genes which make them vulnerable to the cytotoxic activity of specific DNA-damaging 
compounds. Unlike tumor cells, normal cells have an intact DNA damage response that would 
allow them to repair the DNA damage and therefore to survive treatment with these DNA-
damaging compounds. Recent evidence also suggests that the metabolism of tumor cells is 
altered. Unlike normal cells, cancer cells keep sustained glycolytic rates despite the presence of 
an adequate oxygen supply (Warburg effect), and generate high levels of reactive oxygen 
species constitutively. These metabolic differences may make cancer cells more vulnerable than 
non-malignant cells to treatment with glycolysis inhibitors and/or prooxidant agents. 
 After briefly reviewing basic concepts of cancer and general aspects of lung cancer, this 
work analyzes the literature suggesting that cancer cells can be selectively killed by exploiting 
their DNA repair defects and their metabolic alterations. This analysis was used to select over 
100 compounds (and strategies), and their possible selective anticancer activity was evaluate 
against lung cancer cells (A549) and lung non-malignant cells (MRC5) using the MTT assay. 
Then, it was evaluated whether the most selective compounds induced DNA damage, inhibited 
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glycolysis and generated reactive oxygen species (prooxidant activity). The induction of DNA 
damage was assessed by the comet assay, the gamma-H2AX focus assay and the TARDIS 
assay. The type of DNA damage and the involvement of such damage in the cytotoxicity of the 
most active compounds was evaluated by using cell lines deficient in the main DNA repair 
pathways (VC8, EM9, EM9-V, UV4, UV5, UV61, KO40 y V3-3) and their corresponding 
parental cell lines (VC8-B2, EM9-XH y AA8). Glycolysis inhibition was assessed by measuring 
concentrations of glucose (initial product of glycolysis) and lactate (final product of glycolysis) 
in supernatants of control and treated cells. The prooxidant activity was evaluated by assessing 
whether the cytotoxicity of the compound was reduced in cells pre-treated with specific 
antioxidants (catalase, -acetylcisteine and MnTMPyP). Other assays (i.e., XTT, SRB, 
clonogenic and Annexin V flow cytometry assays) were used to further study the cytotoxic 
mechanisms of several active compounds. Finally, compounds with a high selective cytotoxicity 
towards lung cancer cells were also assessed against breast cancer cells (MCF7), melanoma 
cells (UACC62) and colon cancer cells (HTC116) vs. breast normal cells (MCF10) and skin 
normal cells (VH10). 
Several compounds exhibited a remarkable selective cytotoxicity towards cancer cells. 
The epoxyalkenyl galactopyranoside (2S,3S)-2,3-epoxydecyl 4,6-O-(S)-benzylidene-β-D-
galactopyranoside (compound 35) induced selective cytotoxic activity against lung cancer cells, 
breast cancer cells and melanoma cells. This compound induced DNA damage, which may 
require a functional nucleotide excision repair (NER) pathway for repair. The new aziridine 2-
methyl-2,3-[--(4-methylbenzenesulfonyl)imino]propyl 2,3-di-O-benzyl-4,6-O-(S)-benzylidene-
β-D-galactopyranoside (compound 22) induced a outstanding selective cytotoxic activity against 
lung cancer cells, breast cancer cells and melanoma cells, which may be mediated by its ability 
to induce DNA damage that requires NER for repair. It is worth noting that this aziridine killed 
breast cancer cells at concentrations 50-fold lower than those required to kill non-malignant 
breast cells. The guanidine-reactive agent phenylglyoxal induced selective cytotoxic activity 
against lung cancer cells. This activity was mediated, at least in part, by its ability to induce 
DNA damage and to generate hydrogen peroxide. Cells defective in NER, homologous 
recombination (HR) and non-homologous end joining (NHEJ) were more sensitive to 
phenylglyoxal than parental cells. These data suggest that phenylglyoxal may induce bulky 
distortions in the shape of the DNA double helix (which are repaired by the NER pathway) and 
DNA double-strand breaks (which are repaired by HR and NHEJ), and that tumor cells with 
defects in NER, HR and NHEJ may be hypersensitive to the cytotoxic activity of phenylglyoxal. 
The alpha, beta-unsaturated lactones 2-furanone and 2-pyrone displayed selective cytotoxicity 
towards lung cancer cells, and induced DNA damage that required HR for repair. The new 
neurokinin 1 (NK-1) receptor antagonist INKB300b induced a marked selective cytotoxicity 
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against lung cancer cells, breast cancer cells and melanoma cells. Preliminary data suggest that 
this selectivity may be mediated, in part, by its ability to induce DNA damage that requires HR 
for repair. 
The phenolic compounds pyrogallol (a molecule present in the chemical structure the 
major green tea constituent epigallocatechin-3-gallate), chlorogenic acid (a major coffee 
constituent) and hydroxytyrosyl dodecyl ether (a synthetic derivative obtained from the virgin 
olive oil constituent hydroxytyrosol) displayed selective cytotoxic activity towards lung cancer 
cells. This cytotoxicity was mediated, at least in part, by their prooxidant activity and by their 
ability to induce DNA damage. Data suggest that the DNA repair pathways HR, NHEJ and 
Fanconi anemia (FA) were involved in the repair of pyrogallol-induced DNA damage, and that 
the base excision repair (BER) pathway played a role in the repair of the DNA damage induced 
by hydroxytyrosyl dodecyl ether. The combination of this hydroxytyrosol derivative with the 
anticancer drug 5-flurouracil induced a synergistic cytotoxicity in A549 cancer cells but not in 
non-malignant MRC5 cells. This compound also displayed selective cytotoxicity against MCF7 
breast cancer cells vs. MCF10 normal breast. 
Since the Na+-K+-ATPasa pump may be involved in the high glycolytic activity of cancer 
cells, and since cardiac glycosides are known inhibitors of this pump, we next evaluated the 
possible selective anticancer activity of several cardiac glycosides (i.e., digitoxin, digoxin and 
ouabain) and of a hydroalcoholic extract from the leaves of the cardiac glycoside-containing 
plant erium oleander. All three cardiac glycosides and the plant extract displayed a high 
selective cytotoxic activity towards lung cancer cells and induced a marked inhibition of 
glycolysis in these cells. These drugs also increased the cytotoxicity of cisplatin when 
administered after this commonly used anticancer agent. The erium oleander extract induced 
DNA damage that required HR for repair.  It is worth noting that digitoxin inhibited the growth 
of lung cancer cells at concentrations below those commonly found in the plasma of cardiac 
patients treated with this drug. 
In conclusion, this work supports the idea that cancer cells can be killed selectively by 
exploiting their DNA repair defects and their metabolic alterations. The marked selective 
cytotoxicity displayed by some compounds towards cancer cells warrants further evaluation in 
animal models. The anticancer activity of digitoxin in lung cancer cells at therapeutic 
concentrations supports its possible advancement into clinical trials for the treatment of patients 
with lung cancer. 
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3.1. CÁCER: GEERALIDADES.  
El cáncer es una de las enfermedades de mayor relevancia en el mundo por su incidencia, 
prevalencia y mortalidad. Realmente, el cáncer es un término que comprende un conjunto de 
enfermedades diversas y, a veces, muy diferentes entre sí, existiendo más de 100 tipos 
diferentes de cáncer. Cada uno de ellos puede tener características completamente diferentes, 
pudiendo llegar a considerarse enfermedad independiente, con sus causas, su evolución y su 
tratamiento específico1. Sin embargo, todo cáncer se caracteriza por una proliferación 
incontrolada de células, las cuales son capaces de invadir otros tejidos y órganos, extendiéndose 
a otras partes del cuerpo a través de la sangre y la linfa2,3. Esta proliferación incontrolada 
diferencia al cáncer de otras alteraciones en las que también se produce una proliferación celular 
y que son consideradas benignas (hiperplasia, metaplasia y displasia). Sin embargo, estas 
alteraciones benignas pueden llegar a evolucionar a cáncer si las células que las forman 
adquieren una capacidad de proliferación descontrolada.  
Normalmente, las células se dividen de una manera controlada para reemplazar a células 
envejecidas, dañadas o muertas, manteniendo de este modo la integridad y el correcto 
funcionamiento de los distintos órganos. El proceso de división celular está regulado por una 
serie de mecanismos que indican a la célula cuándo debe permanecer quiescente y cuando 
dividirse. También existen mecanismos de inducción de muerte celular para controlar el número 
de células y para eliminar células que presenten daños o alteraciones, evitando de esta forma 
que esos daños sean transmitidos a las células hijas. En ocasiones, este proceso ordenado se 
descontrola, originando una proliferación incontrolada que da lugar a una masa de células que 
es lo que se conoce como tumor. Pero no todos los tumores son considerados cancerosos. Los 
tumores pueden ser clasificados en benignos (no cancerosos) o malignos (cancerosos). Los 
tumores benignos no crecen de forma agresiva, por lo que no llegan a invadir tejidos adyacentes 
ni tejidos u órganos distantes. Este tipo de tumor no suele ser considerado una amenaza para la 
vida de la persona, pudiendo ser extraído mediante cirugía, sin que suela volver a reaparecer. 
Sin embargo, cuando las células que constituyen dicho tumor adquieren la facultad de invadir 
tejidos y órganos adyacentes o distantes, ese tumor pasa a ser considerado tumor maligno o 
cáncer. Si las células cancerosas que forman ese tumor maligno se separan de él y entran en el 
sistema linfático o en el torrente sanguíneo, éstas pueden diseminarse por el cuerpo, pudiendo 
llegar a formar nuevos tumores en otros órganos. Esta diseminación y formación de nuevos 
tumores es lo que se conoce como metástasis o cáncer/tumor metastático2,3. Cabe destacar que 
las células de estos nuevos tumores suelen tener las mismas características morfológicas y 
moleculares que las del tumor original o primario.  
Dependiendo del tejido/órgano en el que se originó el cáncer, éste puede ser clasificado de 
forma amplia en: 
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* Carcinoma: es aquel cáncer que empieza en la piel o en tejidos que revisten los órganos 
internos. Hay varios subtipos de carcinoma, entre ellos, el adenocarcinoma (originado en las 
células glandulares), el carcinoma de células basales (empieza en la parte más interna de la 
epidermis), el carcinoma de células escamosas (comienza en las células escamosas de la 
superficie de la piel, el revestimiento de los órganos huecos del cuerpo y el revestimiento de los 
aparatos respiratorios y digestivo) y el carcinoma de células de transición (se origina en células 
con capacidad de variar su tamaño y que recubren órganos internos).  
* Sarcoma: cáncer que se origina en hueso, cartílago, tejido graso, músculo, vasos 
sanguíneos u otro tejido conjuntivo o de sostén. 
* Leucemia: es un cáncer que afecta a la médula ósea, causando la producción de grandes 
cantidades de células sanguíneas anormales.  
* Linfoma y mieloma: son cánceres que afectan a las células del sistema inmunitario.  
* Cánceres del sistema nervioso central: son cánceres que comienzan en los tejidos del 
cerebro o de la médula espinal.  
Como se ha comentado, ésta es una clasificación muy genérica de los tipos de cáncer. 
Pero independientemente del tipo de cáncer, todos se deben a la transformación de una célula 
normal en célula cancerosa. Con el nacimiento de la teoría celular en 1824, se pensó en una 
causa única para todos los tipos de cáncer, pero actualmente se sabe que su etiología es 
multifactorial1. Existen numerosas hipótesis sobre cómo se origina el cáncer, pero todas tienen 
en común que el cáncer es el resultado de un cúmulo de alteraciones en el ADN4,5, llegándose a 
considerar el cáncer como una enfermedad genética. Estas alteraciones pueden ser de naturaleza 
muy distinta (mutaciones, silenciamiento, cambios de expresión génica, etc.) y pueden ser 
inducidas por una gran variedad de factores tanto externos como internos. Los factores internos 
son muy variados y dependen de cada persona. De entre los factores internos más importantes se 
encuentra la predisposición genética, que se basa en alteraciones genéticas que son heredadas 
desde los progenitores, y los errores en la secuencia genética, que pueden ser producidos al azar 
durante la replicación celular, dando lugar a mutaciones. Los factores externos reciben el 
nombre de carcinógenos y pueden ser de naturaleza variada: físicos, como la radiación de luz 
ultravioleta; químicos, como el tabaco; o biológicos, como el virus del papiloma humano. El 
hecho de que estos factores sean externos, hace que sean modificables y, por tanto, las personas 
pueden modificar sus hábitos para evitar el contacto con ellos. En este principio se basan las 
campañas de salud pública para la prevención del cáncer.  
Ya sea por unos factores o por otros, el proceso de generación de cáncer o carcinogénesis, 
es un proceso que suele llevar años para que se produzca el número suficiente de alteraciones 
génicas que desencadenarán el cáncer. Las alteraciones génicas afectan principalmente a genes 
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involucrados en la supresión de tumores, a oncogenes y a los genes reparadores del daño en el 
ADN6. Los genes involucrados en la supresión de tumores codifican proteínas que van a estar 
involucradas en la inhibición del crecimiento celular y en la inducción de apoptosis en células 
dañadas. Los oncogenes son la forma alterada de los protooncogenes, que son genes normales 
encargados de regular las señales de proliferación celular. En condiciones normales, la 
expresión de los protooncogenes está estrictamente regulada. La mutación de estos genes da 
lugar a lo que se conocen como oncogenes, cuya expresión está descontrolada. Mientras que los 
genes reparadores del daño en el ADN son aquellos que codifican proteínas involucradas en los 
mecanismos de reparación del daño genético, ayudando a mantener la estabilidad genética. 
Mutaciones sobre estos genes pueden contribuir a la inestabilidad genética. Son necesarias las 
alteraciones sobre todos estos tipos de genes para que las células adquieran un fenotipo maligno 
por el cual adquieren una serie de habilidades que permiten a las células proliferar de forma 
descontrolada. Estas habilidades se conocen como “las huellas del cáncer” 4,5(Figura 1):  
1º) Capacidad para proliferar sin la necesidad de recibir las señales necesarias para ello 
(factores de crecimiento). 
Las células normales requieren señales de crecimiento mitogénicas antes de que ellas 
puedan pasar de un estado quiescente a un estado de proliferación activa. Ninguna célula normal 
puede proliferar en ausencia de tales señales estimuladoras. A diferencia de las células 
normales, las células cancerosas no necesitan estas señales de proliferación al ser capaces de 
generar sus propias señales mitogénicas. Por ejemplo, se sabe que muchos oncogenes actúan 
mimetizando señales de proliferación. Por otro lado, las células cancerosas también pueden 
tener aumentada la expresión de receptores de crecimiento, haciéndolas más sensibles a las 
señales de proliferación.  
2º) Capacidad para ignorar las señales de inhibición del crecimiento de las células 
contiguas. 
En un tejido normal, las células reciben numerosas señales antiproliferativas para 
mantener la quiescencia celular y la homeostasis. Las células cancerosas presentan menor 
número de receptores o receptores disfuncionales de estas señales antiproliferativas, lo que les 
permite proliferar ignorando estas señales.  
3º) Capacidad para evadir mecanismos de muerte celular (apoptosis). 
Cuando en una célula normal se produce un daño genético que no se puede reparar, se 
activan una serie de señales que acaban desencadenando una muerte celular programada o 
apoptosis. Las células cancerosas presentan alteraciones en el ADN que, en condiciones 
normales, desencadenarían el proceso de apoptosis. Sin embargo, estas células son capaces de 
evadir este sistema de muerte celular debido a la presencia de mutaciones en genes necesarios 
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para desencadenar la apoptosis. El mayor ejemplo de esta capacidad de evasión de apoptosis es 
la mutación en el gen p53 que codifica una de las proteínas proapoptóticas más importante. El 
50% de los cánceres humanos presentan mutado o ausente este gen.  
4º) Habilidad para estimular la angiogénesis.  
El oxígeno y los nutrientes suplementados por la sangre son cruciales para la función y 
supervivencia celular. Durante la carcinogénesis, las células cancerosas desarrollan la capacidad 
de inducir la formación de nuevos vasos sanguíneos necesarios para proporcionar los nutrientes 
vitales para la proliferación celular y para la eliminación de los productos de desecho celulares.  
5º) Capacidad de dividirse de forma ilimitada. 
No solamente las señales antiproliferativas regulan el crecimiento celular. En situaciones 
normales, las células tienen programadas un número de veces para duplicarse, momento tras el 
cual entran en senescencia. Esta limitación del número de divisiones está registrada en los 
cromosomas. El final de los cromosomas, telómeros, está compuesto por varios miles de 
repeticiones de una corta secuencia de 6 pares de bases. Durante la división celular, se pierden 
entre 50-100 pares de bases de los telómeros. Este progresivo acortamiento se ha asociado a la 
incapacidad de las ADN polimerasas para replicar completamente el final 3´ de los cromosomas 
durante la fase S. Esta progresiva pérdida de los telómeros durante los sucesivos ciclos de 
replicación finalmente tiene como consecuencia la pérdida de los telómeros, quedando el ADN 
desprotegido. En condiciones normales, esta pérdida de los telómeros hace que las células paren 
la proliferación entrando en un estado de senescencia. Sin embargo, las células cancerosas 
expresan elevados niveles de telomerasas, enzimas encargadas de añadir repeticiones de 6 pares 
de bases al final del ADN telomérico, manteniendo la integridad de los telómeros. También 
desarrollan otros mecanismos para mantener la integridad de los telómeros, como el intercambio 
intercromosómico mediante recombinación. De esta manera, las células cancerosas pueden 
mantener los telómeros y con ello, la capacidad de dividirse de forma ilimitada.  
6º) Capacidad para invadir tejidos adyacentes y migrar a través de la sangre o linfa a otros 
órganos y tejidos (metástasis).  
Las células cancerosas desarrollan la habilidad de producir cambios en el microambiente 
que les rodea. Entre los cambios que producen, destaca la elevada expresión de proteasas que 
van a degradar la matriz extracelular, facilitando la migración de las células a vasos sanguíneos 
o linfáticos cercanos. Una vez en el torrente sanguíneo o en la linfa, las células cancerosas 
pueden llegar a cualquier parte del organismo, pudiendo establecerse en un órgano o tejido, 
dando lugar a un nuevo tumor. A este estado se le conoce como metástasis y es la causa 
principal de la muerte producida por cáncer. 
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Figura 1. Habilidades adquiridas por células cancerosas. Figura adaptada del artículo 
“The Hallmarks of Cancer”7.  
 
Como se ha comentado anteriormente, el proceso para poder adquirir todas estas 
habilidades de las células cancerosas es un proceso que suele necesitar años. Este es el motivo 
por el cual el cáncer suele ser más frecuente en adultos de mediana edad y mayores. El 
crecimiento de la población y la mayor longevidad están conduciendo a un rápido aumento en el 
número total de adultos de mediana edad y ancianos, con el correspondiente aumento de nuevos 
casos de cáncer. Según el informe GLOBOCAN 2008 elaborado por la Agencia Internacional 
de Investigación en Cáncer, en el 2008 hubo aproximadamente 12,7 millones de nuevos casos 
de cáncer diagnosticados y 7,6 millones de muertes debidas a cáncer8. Esta cifra de muertes 
causadas por cáncer correspondió al 13,3% del total de defunciones ocurridas en el mundo 
durante el 2008. Esto convierte al cáncer en la tercera causa de muerte en el mundo (Figura 2) y 
en la segunda causa de muerte por enfermedades no transmisibles, después de las enfermedades 
cardiovasculares (30,5%)9,10.  
La incidencia y mortalidad de cáncer en España no son muy distintas a las globales. En el 
informe elaborado por la OMS sobre las causas de defunciones en España en el 2002, el cáncer 
fue la causa del 24,4% de las defunciones totales (Figura 3), convirtiéndolo en la segunda causa 
de muerte en España11. Esta situación no ha cambiado demasiado con los años, estimándose que 
el cáncer fue el responsable del 27% de las defunciones totales ocurridas en España durante el 
200712. Cabe destacar que en ese año, el cáncer fue la primera causa de muerte en varones con 
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el 31% de las defunciones totales y la segunda causa de muerte en mujeres con el 26% de las 
defunciones totales. La predicción para el futuro es que la incidencia y mortalidad de cáncer en 
España continúe siendo elevada, estimándose que en el 2015 se diagnosticarán más de 220000 
nuevos casos de cáncer. Estos datos indican que uno de cada tres varones y una de cada cuatro 
mujeres serán diagnosticados de cáncer a lo largo de su vida en España. 
Figura 2. Distribución de defunciones por causas, hombres y mujeres, a nivel mundial. 










Figura 3. Muerte por causas, todas las edades, España, 2002. Adaptado del artículo 
“The Impact of Chronic Disease in Spain”11.  
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Estas elevadas tasas de mortalidad se deben a que en el momento del diagnóstico, la 
mayoría de los cánceres se encuentran en un estado muy avanzado. En este estado, la terapia 
actual no es suficientemente efectiva, siendo necesaria la búsqueda de tratamientos más 
efectivos.  
Teniendo en cuenta el total de muertes causadas por cada tipo de cáncer, es el cáncer de 
pulmón el líder de las defunciones por cáncer, siendo el causante del 18,2 % de las muertes 
debidas a cáncer y del 2,3% del total de defunciones estimadas ocurridas en el mundo durante el 
20089. Estas cifras dejan claro que el cáncer de pulmón es un grave problema de salud que no se 
ha podido resolver con la terapia actual, siendo necesaria la búsqueda de tratamientos más 
efectivos para el cáncer de pulmón.  
 
3.2. EL CÁCER DE PULMÓ. ECESIDAD DE FÁRMACOS ATICACEROSOS 
SELECTIVOS.   
El cáncer de pulmón se origina en los tejidos de las vías respiratorias, al producirse la 
transformación maligna de células que forman parte del epitelio del árbol respiratorio, desde la 
tráquea a los alvéolos pulmonares. Las causas de esta transformación maligna pueden ser 
difíciles de establecer pero se conoce una serie de factores de riesgo (controlables o no) que 
aumentan la probabilidad de padecer cáncer de pulmón2,3. Entre los factores de riesgo 
controlables se encuentran: 
* El tabaco: es el factor de riesgo más importante de cáncer de pulmón. La gran mayoría 
de los cánceres de pulmón diagnosticados se produce en personas fumadoras, ya sea de forma 
activa o pasiva. Es el factor principal a evitar para disminuir el riesgo de padecer cáncer de 
pulmón.  
* Radón: es un gas radiactivo invisible, inodoro e insaboro presente de forma natural en 
ciertos suelos y rocas, por lo que se puede encontrar en el material de construcción de casas. La 
exposición a este gas se ha visto asociada a un aumento del riesgo de cáncer de pulmón, al ser el 
pulmón el principal órgano dañado por este gas. Los mineros son el principal grupo de riesgo 
debido a la exposición a este gas durante su trabajo.  
* Asbesto: es un mineral que a menudo es utilizado en la construcción. Personas 
expuestas a él (mineros, constructores navales, etc.) tienen un mayor riesgo de padecer cáncer 
de pulmón.  
La prevención de la exposición a estos factores de riesgo disminuye el riesgo a padecer 
cáncer. 
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Entre los factores de riesgo no controlables destacan los antecedentes familiares de cáncer 
de pulmón y el haber padecido enfermedades crónicas del pulmón como la tuberculosis o 
bronquitis.  
En el caso de producirse el cáncer, su detección precoz puede aumentar su pronóstico 
favorable. Sin embargo, en la actualidad no existe ninguna prueba eficaz y no invasiva de 
detección precoz para el cáncer de pulmón. Esta falta de métodos para la detección precoz junto 
con la falta de síntomas durante el inicio del cáncer, es lo que hace que la gran mayoría de los 
pacientes con cáncer de pulmón sean diagnosticados cuando el cáncer está muy avanzado. Los 
síntomas y signos suelen aparecer en un estado avanzado como resultado de la invasión local 
primaria o una compresión de estructuras torácicas adyacentes. Cuando un tumor pulmonar 
adquiere un tamaño que comienza a interferir con las estructuras cercanas o a generar líquidos 
que se acumulan en el pulmón o alrededores, se va a obstaculizar el intercambio de oxígeno y 
dióxido de carbono en los pulmones, que será lo que origine los posibles síntomas por cáncer de 
pulmón: cansancio, tos con o sin sangre, disnea y dolor. Por otra parte, el tumor puede 
comprimir estructuras torácicas adyacentes como el esófago, los nervios de la laringe o la vena 
cava superior, originando disfagia, irritación de la garganta y edema facial dependiendo de la 
zona afectada. Estos síntomas son muy inespecíficos porque otras patologías también pueden 
originarlos. También pueden aparecer síntomas debidos a metástasis, destacando defectos 
neurológicos y cambios en la personalidad debido a metástasis cerebral o dolores óseos debido a 
metástasis ósea. La presencia de estos síntomas junto con la exposición a los factores de riesgos 
comentados anteriormente, pueden hacer sospechar la posible presencia de cáncer de pulmón. 
Para poder confirmar si se trata de cáncer de pulmón, lo primero que se realiza es el diagnóstico 
clínico mediante la historia clínica y exploración física del paciente, acompañado de pruebas 
diagnósticas como analíticas, radiografías de tórax y tomografía computarizada. Sin embargo, la 
única forma de realizar un correcto diagnóstico de cáncer de pulmón es mediante una biopsia 
para el análisis en ella de la presencia de células cancerosas por un patólogo. Esta biopsia puede 
realizarse mediante una citología del esputo (análisis del esputo recogido tras inducir la tos), 
toracentesis (análisis del líquido pleural), broncoscopia (examen de las vías respiratorias con un 
broncoscopio y análisis de las muestras tomadas), punción transtorácica (análisis del tejido 
pulmonar o líquido pleural tomado mediante la punción con una aguja del posible tumor 
detectado mediante una radiografía), toracentesis (inyección de líquido en un área entre el 
pulmón y la pared torácica para su posterior recuperación y análisis), toracoscopia (observación 
de los pulmones mediante una cámara especial insertada a través de incisiones pequeñas en el 
pecho del paciente), toracotomía (estudio directo del pulmón mediante cirugía) o 
mediastinoscopia (análisis de los ganglios linfáticos en el centro del tórax mediante una pequeña 
incisión en el esternón). Tras la toma de la biopsia, se realiza su estudio microscópico para 
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verificar la presencia de células cancerosas. Este estudio permite clasificar el cáncer de pulmón 
teniendo en cuenta el aspecto de las células en:  
* Cáncer de pulmón de células pequeñas (CPCP): presenta células cancerosas muy 
pequeñas, de forma ovalada que presentan un ritmo de proliferación elevado y una gran 
capacidad de invadir otros órganos del cuerpo.  
* Cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP): presenta células de mayor tamaño 
y de menor capacidad invasiva que las células del CPCP.  
El CPCNP es el tipo más común, representando el 87% de los casos de cáncer de pulmón 
diagnosticados. Por otro lado, el CPCNP es más resistente a la quimioterapia que CPCP. Estos 
dos factores hacen necesaria la búsqueda de nuevas estrategias selectivas para el tratamiento de 
CPCNP.  
El CPCNP se origina en las células epiteliales pulmonares del bronquio central al alvéolo 
terminal. Dependiendo de la localización original de las células cancerosas se puede clasificar el 
CPCNP en los siguientes subtipos principales: 
* Carcinoma de células escamosas: este cáncer se suele originar cerca del bronquio 
central y representa el 25% de los casos de CPCNP. Es el CPCNP más fuertemente relacionado 
con el tabaco como factor de riesgo.  
* Adenocarcinoma: se suele originar en el tejido periférico del pulmón y representa el 
40% de los casos de CPCNP. Suele presentar una gran heterogeneidad histológica. La línea 
celular A549 (utilizadas en este trabajo) derivan de un paciente con este tipo de cáncer.  
* Carcinoma de células grandes: suele empezar en el tejido periférico del pulmón y 
representa el 10% de los casos de CPCNP. 
* Existen numerosos subtipos adicionales a estos tres anteriores, pero su frecuencia es 
muy reducida, llegando solamente al 5% de los casos de CPCNP en total.  
Una vez que se ha clasificado el tipo de cáncer de pulmón, se continúa con el diagnóstico 
porque es necesario establecer cuál es la etapa o estadio de la enfermedad. La estadificación es 
una manera de describir el cáncer, analizando dónde se encuentra ubicado y si se ha diseminado 
a otras partes del cuerpo. El conocimiento del estadio es fundamental para que poder establecer 
cuál es el mejor tratamiento y para predecir el pronóstico del paciente. Generalmente, un estadio 
más bajo es asociado con mejores resultados clínicos. Para la estatificación puede ser necesario 
realizar otras pruebas adicionales a las comentadas anteriormente, como son: 
*  Tomografía computarizada (TAC): esta prueba produce imágenes que permite detectar 
la localización de los tumores en el pulmón y/o las metástasis del cáncer pulmonar. 
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* Resonancia Magnética Nuclear (RMN): este examen produce imágenes detalladas de un 
tejido mediante el uso de un imán, permitiendo observar la localización de los tumores en un 
tejido.  
*   Gammagrafía ósea: esta prueba se basa en el uso de un marcador radiactivo que se 
acumulará en los huesos que se encuentren dañados por la presencia de una metástasis ósea.  
*  Tomografía por emisión de positrones (PET): esta prueba está basada en el hecho de 
que las células cancerosas presentan mayor consumo de glucosa que las células normales. 
Mediante la utilización de glucosa marcada con un isótopo radiactivo, se consigue elaborar 
imágenes computarizadas en donde se pueden observar los tumores debido a su mayor rapidez 
para consumir dicho azúcar. 
Con todas estas pruebas adicionales junto con los datos obtenidos con las pruebas 
iniciales que fueron comentadas anteriormente, se realiza la clasificación del CPCNP siguiendo 
el sistema de clasificación TNM creado por Pierre Denoix en 1944. Este sistema permite 
clasificar el estadio de un cáncer para realizar el pronóstico del paciente, permitiendo establecer 
el tratamiento terapéutico más adecuado para el paciente y valorando la posible supervivencia 
del paciente según la extensión inicial del tumor. El sistema TNM se basa en la evaluación de 
tres parámetros con todos los datos obtenidos mediante las pruebas clínicas realizadas al 
paciente. Estos 3 parámetros o categorías son: la extensión/tamaño del tumor primario (T), la 
ausencia o presencia de metástasis en los ganglios regionales (N) y la ausencia o presencia de 
metástasis a distancia (M). El cáncer es clasificado según las características que presente para 
cada una de estas categorías. De esta forma, con estos 3 parámetros se puede establecer la 
estadificación, que en el caso de CPNCP es la siguiente:  
* Estadio oculto: las células cancerosas son detectadas en el esputo o líquido procedentes 
de lavados bronquiales durante la broncoscopia pero, sin embargo, no se observa ningún tumor 
en el pulmón. 
* Estadio 0: Las células cancerosas son localizadas solamente en la capa de células más 
internas del pulmón. También se le puede denominar carcinoma in situ o cáncer no invasor.   
* Estadio I: las células cancerosas han crecido a través del revestimiento más interno del 
pulmón hacia el tejido más profundo del mismo, pero no han llegado a invadir los ganglios 
linfáticos vecinos. Si el tumor es menor de 3 cm es estadio IA, pero si es mayor de 3 cm, ha 
invadido el bronquio principal y la pleura se considera estadio IB. En ambos estadios es posible 
la cirugía completa del tumor.  
* Estadio II: Se diferencia del estadio I en que las células cancerosas sí han invadido los 
ganglios linfáticos vecinos o algún otro tejido. Si el tamaño del tumor es menor de 3 cm es 
estadio IIA, pero si es mayor de 3cm y ha invadido ganglios linfáticos vecinos, pleura, 
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diafragma, bronquio principal o el tejido que rodea al corazón se denomina estadio IIB. En 
ambos estadios es posible la cirugía completa del tumor.  
* Estadio III: en este estadio el tumor puede tener cualquier tamaño pero ha invadido 
otros tejidos adyacentes distintos de los mencionados en el estadio II, por lo que es muy difícil 
su extirpación completa mediante cirugía. Se clasifica en: 
 - Estadio IIIA: las células cancerosas han invadido los ganglios 
linfáticos en el centro del tórax pero en el mismo lado del pulmón en el que se 
originó.  
 - Estadio IIIB: las células cancerosas han invadido los ganglios 
linfáticos del lado opuesto del tórax, pudiendo también haber invadido 
estructuras cercanas al tórax como vasos sanguíneos, vértebras, esófago o 
corazón. 
* Estadio IV: las células cancerosas se han diseminado por distintos lóbulos del mismo 
pulmón o por el otro pulmón o pueden encontrarse en otras partes del cuerpo, formando lo que 
se conoce como tumor metastásico. El cáncer de pulmón se disemina con mayor frecuencia al 
cerebro, los huesos, el hígado y las glándulas suprarrenales. Las células de los nuevos tumores 
son del mismo tipo celular que las del tumor original y, por tanto, han de ser tratadas del mismo 
modo.  
Una vez clasificado el estadio de cáncer que presenta el paciente y teniendo en cuenta el 
estado de salud general del paciente, es posible iniciar el tratamiento. El CPCNP puede ser 
tratado mediante cirugía, radioterapia, quimioterapia o terapia dirigida. La combinación de estos 
tratamientos suele ser muy frecuente. La cirugía y la radioterapia son terapias locales porque 
van a ir enfocadas a destruir un cáncer localizado en una zona concreta del organismo. Mientras 
que la quimioterapia y la terapia dirigida son tratamientos sistémicos porque se basan en la 
utilización de fármacos que pueden llegar al torrente sanguíneo y afectar a células cancerosas 
que estén diseminadas por el organismo.  
La cirugía intenta la eliminación del tumor mediante su extirpación total junto con la de 
los ganglios linfáticos cercanos al tórax. La extirpación puede ser desde una pequeña parte del 
pulmón hasta un pulmón entero. Se ha comprobado que la extirpación del lóbulo pulmonar en 
su totalidad es el tipo de cirugía más eficaz. El periodo de recuperación después de una cirugía 
de pulmón va a depender de la cantidad extirpada de pulmón y del estado del paciente antes de 
someterse a ella. No es útil cuando el cáncer está diseminado por el cuerpo.  
La radioterapia consiste en el uso de rayos de alta energía dirigidos a destruir las células 
cancerosas. En el cáncer de pulmón suele ser radiación externa y se realiza mediante ciclos de 
radiación de días. Los efectos secundarios van a depender de la dosis de radiación y de las zonas 
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irradiadas. Los más comunes son: dificultad al tragar, piel irritada, fiebre, tos, etc. Por eso es 
importante que la radiación se dirija a reducir al mínimo la extensión de tejido pulmonar normal 
expuesto.  
La quimioterapia se basa en el uso de medicamentos para la destrucción de las células 
cancerosas, las cuales pueden estar localizadas en cualquier parte del cuerpo. Estos 
medicamentos suelen ser administrados por vía intravenosa, diseminándose por todo el 
organismo a través del torrente sanguíneo. Se suele administrar por ciclos que dependerán del 
fármaco utilizado. Los agentes anticancerosos usados actualmente actúan sobre células con alto 
ritmo de proliferación, como son las células cancerosas. Sin embargo, las células cancerosas no 
son las únicas células con elevado ritmo proliferativo sino que existen células normales que 
también se dividen rápidamente como son los linfocitos, células en las raíces del pelo, células 
del epitelio digestivo, etc.,  que también se ven afectadas por estos fármacos. Esto explica la 
mayoría de los efectos secundarios provocados por la quimioterapia como pueden ser 
infecciones por la depresión del sistema inmune, anemias, vómitos, diarreas, pérdida del pelo, 
etc. Algunos de estos síntomas pueden ser paliados mediante el uso de otros medicamentos 
como los antieméticos. En la quimioterapia del CPCNP los fármacos anticancerosos más 
utilizados son cisplatino y carboplatino que suelen combinarse con gemcitabina, paclitaxel, 
docetaxel, vinorelbina, irinotecan y pemetrexed. 
En los últimos años, el estudio comparativo de tejidos cancerosos y no cancerosos ha 
revelado que las células cancerosas tienen diferencias (por ejemplo en la expresión y niveles de 
proteínas) respecto a las células no cancerosas. Se conocen con el nombre de terapias dirigidas a 
las terapias que pretenden explotar estas diferencias con el fin de matar o inhibir el crecimiento 
de las células cancerosas afectando lo menos posible a las células no cancerosas. Los principales 
fármacos que se incluyen en estas terapias son los inhibidores de proteínas kinasas y los 
anticuerpos monoclonales. Dentro de este tipo de terapias destaca el uso del anticuerpo 
monoclonal bevacizumab con actividad antiangiogénica para el tratamiento de determinados 
carcinomas escamosos. Otro ejemplo es el erlotinib que es un inhibidor de la tirosina-quinasa 
del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 1 (EGFR), el cual está 
involucrado en el crecimiento y propagación de determinados tipos de tumores.   
Como se ha comentado anteriormente la utilización de una terapia u otra dependerá del 
estadio del cáncer y del protocolo establecido en el hospital de diagnóstico y tratamiento del 
paciente. Seguidamente se comenta de forma breve los tratamientos más frecuentes 
dependiendo del estadio del cáncer: 
* Estadio oculto y estadio 0: no se suele realizar tratamiento, simplemente un seguimiento 
mediante broncoscopia de la evolución del tumor. En algunos casos se llega a cirugía.  
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* Estadio I: en general se trata con cirugía acompañada en ocasiones con radioterapia. En 
algunos casos se llega a tratar con radiofrecuencia, que consiste en el uso de ultrasonidos a 
través de un vector que se introduce en el tumor. No se suele recomendar el uso de 
quimioterapia en este estadio. 
* Estadio II: el tratamiento de primera elección es la cirugía del tumor y los ganglios 
cercanos. Esta cirugía puede ir acompañada por quimioterapia preoperatoria y postoperatoria 
con cisplatino, combinado o no con vinorelbina. La radioterapia solamente se utiliza en el caso 
de intolerancia a la cirugía.  
* Estadio III: en este estadio la cirugía y la radioterapia por sí solas no son efectivas 
puesto que las células cancerosas se encuentran más diseminadas. Por esa razón, como primera 
elección los pacientes reciben quimioterapia y como adyuvante reciben cirugía y/o radioterapia 
(secuencial o simultánea).  
* Estadio IV: debido a la diseminación de las células cancerosas por todo el organismo, la 
cirugía y la radioterapia son, generalmente, inútiles en este estadio. El tratamiento de primera 
elección es la quimioterapia con un compuesto de platino (cisplatino o carboplatino) combinado 
con un segundo fármaco antitumoral (docetaxel, paclitaxel, gemcitabina, vinorelbina o 
pemetrexed). Rara vez la quimioterapia puede lograr eliminar a todas las células cancerosas, por 
lo que el principal objetivo consiste en aumentar la supervivencia y mejorar la calidad de vida 
del paciente. En muchas ocasiones, los medicamentos utilizados son cambiados por otros de 
distinto mecanismos para intentar mejorar el estado del paciente, ya sea por los efectos 
secundarios o por la baja efectividad de los fármacos. Actualmente, se ha comenzado a utilizar 
la terapia dirigida sola o en combinación con la quimioterapia para tratar cánceres con una 
histología determinada.  
A pesar de la existencia de todas estas estrategias terapéuticas, la mayoría de los pacientes 
no suelen superar los 5 años de vida desde el momento del diagnóstico del cáncer de pulmón. 
Esto se debe a que en el momento del diagnóstico, la gran mayoría de los pacientes presentan 
cáncer de pulmón en estadio IIIB/IV. En estos estadios la supervivencia más de 5 años desde el 
diagnóstico es de solamente un 3-15% de los pacientes debido a que los tratamientos actuales no 
son lo suficientemente efectivos para erradicar completamente las células tumorales, las cuales 
en esos estadios se encuentran diseminadas por el organismo. En EEUU se estima que durante 
el 2013 serán diagnosticados más de 1,5 millones de nuevos casos de cáncer, de los cuales el 
14% serán cáncer de pulmón13. Aproximadamente, de los diagnosticados con cáncer de pulmón, 
el 56% presentará estadios avanzados (III/IV) y, de éstos, solamente un 4% sobrevivirá más de 
5 años desde el momento del diagnóstico (Figura 4).  
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Figura 4. Localización del tumor y posibilidad de sobrevivir más de 5 años tras el 
diagnóstico. Datos estimados en EEUU para el 2013. Gráfica elaborada con los datos 
obtenidos del artículo “Cancer Stadistic, 2013”13.  
 
En España la situación no se diferencia mucho con respecto a EEUU. La posibilidad de 
sobrevivir más de 5 años tras el diagnóstico de cáncer de pulmón no supera el 11% de los 
pacientes y está cifra no se diferencia mucho con respecto a la encontrada en el resto de Europa 
según los datos estadísticos disponibles hasta el momento (Figura 5). Como se ha comentado 
anteriormente, el cáncer es la segunda causa de defunción en España y se estima que en el 2015 
sean diagnosticados más de 220000 nuevos casos de cáncer de los cuales el 10% serán cáncer de 
pulmón. Todos estos datos dejan claro la necesidad de la búsqueda de nuevos fármacos que sean 
más selectivos hacia células cancerosas para poder eliminarlas cuando se encuentran 
diseminadas por el organismo (metástasis). 
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Figura 5. Supervivencia más de 5 años desde el diagnóstico (1995-1999) de cáncer en 
Europa y España. Gráfica adaptada desde informe elaborado por la SEOM12. 
 
3.3. POSIBLES ESTRATEGIAS PARA EL DESARROLLO DE FÁRMACOS 
ATICACEROSOS SELECTIVOS.  
 
Como se ha comentado anteriormente, el elevado número de defunciones debidas a cáncer 
ocurridas cada año en el mundo deja de manifiesto la falta de efectividad de los tratamientos 
actuales anticancerosos. Por un lado, la cirugía y la radioterapia solamente son útiles cuando las 
células tumorales se encuentran localizadas en una zona muy concreta. Por otro lado, la 
quimioterapia y las terapias dirigidas utilizadas en casos de diseminación de los tumores fallan 
debido a la falta de selectividad por células cancerosas y/o al desarrollo de resistencias.  
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Hasta el momento, la mayoría de los antineoplásicos utilizados en terapéutica tienen 
acción antiproliferativa, es decir, actúan en la división celular. Por lo tanto, afectan a células que 
se estén dividiendo, especialmente si lo hacen a un ritmo acelerado como es en el caso de las 
células cancerosas. La mayoría de estos fármacos van a causar la muerte celular mediante la 
generación de daño en el ADN, como es el caso de los agentes alquilantes, los antibióticos 
citotóxicos, los venenos de topoisomerasas y los antimetabolitos. Aunque la base para la 
actividad selectiva anticancerosa de estos fármacos que atacan el ADN aún está escasamente 
entendida6, se piensa que la elevada inestabilidad genética de las células cancerosas podría 
explicar el por qué células tumorales son a menudo más vulnerables que células normales a 
estos fármacos14,15. Sin embargo, los fármacos antineoplásicos actuales no solamente afectan a 
células cancerosas, sino que también afectan a células normales con elevado ritmo proliferativo 
(como las células del sistema inmune), siendo la causa de sus efectos adversos (Figura 6). Esta 
falta de selectividad hace que las dosis de los fármacos antineoplásicos deban reducirse hasta 
niveles que no son suficientemente efectivos.  
Como se ha comentado anteriormente, la mayoría de los fármacos anticancerosos actúan 
dañando el ADN, de forma directa o indirecta (Figura 7), para lo cual necesitan que las células 
se encuentren dividiéndose. Por otro lado, al afectar solamente a células en estado de división, 
hace que estos fármacos no sean capaces de actuar sobre células cancerosas que se encuentran 
en fase G0 o G1 (fases de reposo replicativo), siendo uno de los motivos de resistencia a estos 
fármacos, debido a que no todas las células de un tumor se encuentran en fase replicativa. Otro 
motivo de resistencia es la existencia de mecanismos celulares que reparan el daño en el ADN 
generado por los fármacos antineoplásicos, disminuyendo el efecto tóxico de estos fármacos. En 
los últimos años, estos mecanismos de reparación del daño en el ADN están siendo 















Figura 6. Principales efectos adversos producidos por los fármacos antineoplásicos 

























Figura 7. Lugar y mecanismo de acción de algunos de los fármacos anticancerosos 
utilizados en terapéutica. Fuente original: Farmacología fundamental17.  
 
 Por otra parte, el motivo de la utilización de fármacos que dañan el ADN para el 
tratamiento del cáncer se debe a que hasta el momento siempre se ha considerado a las células 
cancerosas como células con una gran inestabilidad genética. Durante el siglo XX, la 
investigación del cáncer ha estado basada fundamentalmente en la teoría de las mutaciones 
(“somatic mutation theory of cancer”). Esta teoría postula que el cáncer se produce por la 
adquisición de mutaciones en tres tipos de genes: oncogenes, genes supresores de tumores y 
genes reparadores de ADN. Según esta teoría, el cáncer puede curarse corrigiendo estas 
mutaciones o aprovechando estos defectos genéticos para eliminar las células cancerosas6. Sin 
embargo, el alto número de genes implicados en el cáncer y la alta variabilidad genética de las 
células tumorales dificultan enormemente la búsqueda de terapias encaminadas a corregir o 
aprovechar estas alteraciones genéticas para eliminar células cancerosas. Actualmente está 
reconocido que es extremadamente difícil corregir el daño genético de las células tumorales. 
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También está reconocido que, aunque es posible utilizar las alteraciones genéticas de las células 
cancerosas para desarrollar nuevos fármacos, el uso de estos fármacos está y estará restringido a 
un número reducido de pacientes. De hecho, cada vez está tomando más fuerza la idea de que en 
el futuro será necesario realizar un perfil genético de cada tipo de cáncer, e incluso de cada 
individuo con cáncer, para diseñar terapias personalizadas18,19. Debido a que esta investigación 
es un proceso largo, costoso, difícil y de aplicación restringida, se está empezando a barajar la 
idea de que quizás sea necesario considerar nuevas estrategias anticancerosas que no estén 
basadas en las alteraciones genéticas de las células tumorales20. 
Por este motivo, en los últimos años las investigaciones en cáncer han empezando a 
buscar alteraciones que sean comunes en todos los tipos de cáncer. Fruto de estas 
investigaciones ha sido la adición de 2 nuevas habilidades o “huellas del cáncer” a las 6 
comentadas anteriormente (Figura 8): la evasión del sistema inmune y la reprogramación del 
metabolismo celular4. Estas dos nuevas características son también necesarias para que las 
células cancerosas puedan mantener su característica fundamental, la proliferación 
descontrolada. El sistema inmune se encarga de eliminar elementos que sean perjudiciales para 
el organismo, lo que incluiría también a las células cancerosas. Sin embargo, las células 
cancerosas no solamente desarrollan mecanismos para evitar ser eliminadas por el sistema 
inmune, sino que pueden verse beneficiadas por la respuesta inflamatoria generada por el 
sistema inmune, estimulándose su proliferación. Por otra parte, las células cancerosas necesitan 
reprogramar su metabolismo celular para poder obtener la energía y precursores necesarios para 
mantener su elevada tasa proliferativa. Aunque algunas de las alteraciones metabólicas del 
cáncer se empezaron a describir a mitad del s. XX (como el efecto Warburg21), no ha sido hasta 
hace pocos años cuando se ha comenzado a valorar las diferencias metabólicas entre las células 
cancerosas y las células normales para el diseño de nuevas estrategias terapéuticas selectivas.  
Otra estrategia utilizada en la búsqueda de nuevos fármacos anticancerosos selectivos es 
el cribado. El cribado o screening consiste en testar colecciones de compuestos químicos o 
productos naturales, con o sin relación entre ellos, para identificar moléculas con una 
determinada actividad biológica. Ejemplos de fármacos resultantes de este tipo de cribado son 
ciertos antibióticos como las quinolonas antibacterianas22. En relación a los antineoplásicos, el 
cribado aleatorio se ha convertido en una útil herramienta para la identificación de nuevos 
cabezas de serie útiles en el tratamiento de diversos tipos de cáncer. El taxol es un ejemplo de 
fármaco antineoplásico introducido en terapéutica como resultado de un cribado aleatorio.  
A continuación, se analizan las nuevas estrategias utilizadas durante esta tesis para la 
búsqueda de fármacos anticancerosos más selectivos: la utilización de los defectos en la 
reparación del daño en el ADN y de las alteraciones metabólicas de las células cancerosas.   
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Figura 8. Habilidades de las células cancerosas. Para poder adquirir la capacidad de 
proliferación descontrolada, las células cancerosas deben desarrollar las características 
recogidas en esta figura. Adaptación del artículo “Hallmarks of cancer: the next generation”4.  
 
3.3.1. Utilización de los defectos en la reparación del daño en el AD como nueva diana 
terapéutica anticancerosa. 
 
El ADN está continuamente expuesto a una gran variedad de agentes y procesos (como 
carcinógenos, irradiación ionizante y ultravioleta, estrés oxidativo, errores durante la 
replicación, etc.) que pueden causar lesiones en él (como son lesiones oxidativas, roturas de 
cadenas simple o doble, aductos de ADN, etc.). Cuando se producen lesiones en el ADN se va a 
producir una parada del ciclo celular para permitir que las lesiones sean reparadas, evitándose 
de esta forma que estas lesiones pasen a las células hijas y se conviertan en mutaciones 
permanentes. La detección de lesiones puede ocurrir debido a que se produzca el bloqueo de la 
transcripción, la replicación o por sensores celulares especializados en la detección de daño en 
el ADN23. Estas lesiones van a intentar ser reparadas por una serie de mecanismos celulares 
encargados de la reparación del daño en el ADN. Cuando el daño en el ADN es imposible de 
reparar o es demasiado intenso, la célula puede entrar en proceso de muerte celular programada 
o apoptosis.  
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La variedad y frecuencia de lesiones en el ADN son compensadas por la complejidad de 
los mecanismos que contrarrestan estas amenazas sobre la integridad genética. Estos 
mecanismos son conocidos como respuestas al daño al ADN (Figura 9). La respuesta al daño al 
ADN está formada por un conjunto de mecanismos que actúan según el tipo de lesión, pero 
todos tienen en común que deben detectar la lesión, acumular factores de reparación del ADN 
en la lesión y, finalmente, reparar físicamente dicha lesión. La mayoría de lesiones sobre las 
bases nitrogenadas que forman el ADN (como lesiones oxidativas, productos de alquilación, 
etc.) o lesiones que originan roturas de una de las cadenas que componen el ADN suelen ser 
reparadas por el mecanismo de reparación por escisión de bases (BER). Cuando se produce una 
lesión en forma de aductos/bucles que origina una distorsión de la estructura helicoidal del 
ADN (como los causados por la luz ultravioleta) son reparados por la reparación por escisión de 
nucleótidos (NER). Si la lesión originada es una doble rotura de las hebras que componen el 
ADN puede ser reparado por dos vías fundamentalmente la recombinación homóloga (HR) o 
por la unión de extremos no homólogos (NHEJ). HR actúa principalmente durante las fases S y 
G2 del ciclo celular, fases en las que puede utilizar la cromátida hermana homóloga como 
modelo para reparar las lesiones, mientras que la NHEJ puede actuar sobre cualquier fase del 
ciclo celular y actúa uniendo los extremos de la lesión aunque no sean homólogos. NHEJ puede 
causar en ocasiones supresiones o mutaciones de secuencias de ADN, lo que puede 
desencadenar mutagénesis. Cabe destacar que la HR también puede reparar roturas de doble 
cadena como consecuencia de un fallo de reparación de roturas simples por BER. Existen otras 
vías de reparación como la reparación de desapareamiento de bases (MMR) que se encarga de 
reparar lesiones producidas por errores producidos en la secuencia de nucleótidos durante la 
replicación del ADN.  
En los últimos años, estos mecanismos de reparación del daño en el ADN han comenzado 
a estudiarse como posible nueva estrategia para el desarrollo de fármacos anticancerosos 
selectivos. Datos recientes indican que ciertos tipos de cáncer presentan defectos en 
determinadas proteínas implicadas en las vías de reparación del daño en el ADN, siendo 
incapaces de reparar lesiones específicas en el ADN. La utilización de compuestos que generan 
daños específicos en el ADN podría causar la muerte de las células cancerosas que carezcan de 
los mecanismos necesarios para reparar estos daños específicos. Las células normales al no 
tener esos defectos en los mecanismos de reparación podrían reparar el daño y sobrevivir al 
tratamiento con esos compuestos. De hecho, existen precedentes de esta posible selectividad 
anticancerosa. Un ejemplo de ello es la sensibilidad a cisplatino que presentan algunos cánceres 
de próstata y ovario deficientes en NER. Esto se debe a que el cisplatino actúa generando 
enlaces o puentes cruzados entre las dos hebras del ADN, un tipo de lesión que es reparado por 
NER y/o HR. La deficiencia en NER en este tipo de cánceres es lo que los hace más sensibles a 
3. ATECEDETES 
 - 46 - 
cisplatino, al ser incapaces de reparar el tipo de daño que éste provoca. Esta deficiencia en NER 
también la pueden presentar algunos cánceres de pulmón de células no pequeñas, haciéndolos 











Figura 9. Principales agentes que dañan el AD y las principales rutas de reparación 
que están implicadas. Fuente original: “The DNA damage response and cancer therapy”24.  
 
Esto ha hecho que la identificación de defectos en los mecanismos de reparación de 
lesiones en el ADN en células tumorales y la evaluación de su influencia sobre la citotoxicidad 
de los agentes antineoplásicos ha llegado a ser un área de investigación en auge. Como 
resultado, en la última década han sido publicados cientos de artículos en los que se evalúa la 
influencia de los defectos en proteínas implicadas en la reparación del daño en el ADN sobre la 
citotoxicidad de una gran variedad de fármacos anticancerosos. Por este motivo, durante esta 
tesis se ha realizado la revisión titulada “Effect of DA repair deficiencies on the cytotoxicity of 
drugs used in cancer therapy-A review”, la cual se encuentra en revisión en la revista Current 
Cancer Drug Targets, para intentar compilar los resultados de estos artículos (ver revisión a 
continuación). Esta información puede proveer una visión global de cómo deficiencias en vías 
de reparación pueden modificar la efectividad de la quimioterapia, y puede también ayudar a la 
predicción de la respuestas a los antineoplásicos de los pacientes con tumores que presenten 
deficiencias en la reparación.  
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La principal conclusión a la que se llegó en esta revisión fue que las deficiencias en 
alguna de las proteínas implicadas en la reparación del daño en el ADN alteran el efecto de 
numerosos fármacos anticancerosos utilizados en terapéutica. De los 66 fármacos 
antineoplásicos de los que se disponen datos, la citotoxicidad de 60 de ellos se vio alterada en 
células deficientes en proteínas reparadoras del ADN específicas. Los restantes 6 fármacos 
(ifosfamida, valrubicina, daunorubicina, tenipósido, dexametasona y vorinostat) no se vieron 
afectados, posiblemente porque no han sido suficientemente estudiados. Cabe destacar que las 
deficiencias en proteínas implicadas en la reparación del daño en el ADN no solamente pueden 
alterar la citotoxicidad de fármacos cuya diana terapéutica es el ADN, sino que también la de 
otros fármacos cuya diana terapéutica principal no es el ADN. Esto puede ser explicado porque 
estos fármacos dañen el ADN de una forma indirecta o por la participación de algunas de las 
proteínas reparadoras del ADN en vías de supervivencia o de inducción de apoptosis por estos 
fármacos.   
Las deficiencias específicas en proteínas o vías reparadoras del daño en el ADN pueden 
alterar la citotoxicidad de fármacos relacionados entre sí de forma muy distinta. Por este motivo, 
no se puede generalizar diciendo que las deficiencias en vías específicas de la reparación del 
daño en el ADN modifican la citotoxicidad de un grupo particular de fármacos anticancerosos. 
Aunque se ha podido obtener algunas conclusiones generales (ver revisión para mayor detalle), 
los resultados pueden cambiar cuando una proteína específica de la vía de la reparación del daño 
en el ADN o un fármaco concreto del grupo es estudiado.  
Por otra parte, la información que presenta esta revisión podría ayudar a entender el 
mecanismo citotóxico de algunos fármacos. Por ejemplo, el principal mecanismo de los 
antimetabolitos es la inhibición de la síntesis de nucleótidos, pero no está claro cómo esta 
inhibición conduce a la muerte celular. Analizando los datos en esta revisión parece ser que las 
células deficientes en HR son muy sensibles a la citotoxicidad de los antimetabolitos testados, lo 
que puede indicar que la formación de roturas de doble cadena del ADN (la cual es reparada por 
HR) juega un papel importante en la actividad citotóxica de estos fármacos. La depleción de 
nucleótidos inducida por estos antimetabolitos podría resultar en una parada de la horquilla de 
replicación, que desencadenaría roturas de doble cadena que si no son reparadas, acabarían 
generando muerte celular.  
Por otro lado, la información recopilada por esta revisión podría ayudar a la predicción de 
la respuesta de fármacos anticancerosos en pacientes con tumores con defectos específicos en 
las vías de reparación del daño en el ADN, que mejoraría la eficacia de sus tratamientos.  
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Finalmente, esta revisión pone de manifiesto que los defectos en los mecanismos de 
reparación del daño en el ADN son una nueva diana terapéutica adecuada en la lucha contra el 
cáncer. 
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3.3.2. Utilización de las alteraciones metabólicas de las células cancerosas como 
herramienta en la búsqueda de fármacos selectivos contra el cáncer. 
Desde principios del s. XX se sabe que las células tumorales poseen un metabolismo 
distinto al que presentan las células normales. Las primeras observaciones de esta diferencias 
fueron llevadas a cabo por el premio Nobel Otto Warburg21. Sin embargo, las primeras hipótesis 
que se desarrollaron no aclaraban el proceso de carcinogénesis. Al mismo tiempo, empezaron a 
surgir varias teorías sobre el origen del cáncer como un proceso de adquisición de mutaciones 
genéticas. Todo esto hizo que las investigaciones en cáncer dejaran de lado el metabolismo y se 
centraran en las alteraciones genéticas como las posibles dianas terapéuticas contra el cáncer. 
Desde entonces, las investigaciones en cáncer han demostrado que las características que 
definen una célula tumoral provienen de la adquisición de un fenotipo originado por una serie 
de alteraciones genéticas. Estas alteraciones génicas consisten en mutaciones, translocaciones, 
amplificaciones o eliminación de genes que van a contribuir al desarrollo del cáncer. En las 
últimas décadas, la investigación se ha centrado en la búsqueda de terapias encaminadas a 
corregir o aprovechar estas alteraciones genéticas para eliminar células cancerosas. Sin 
embargo, el descubrimiento de nuevos genes implicados en el cáncer no deja de aumentar cada 
día, a lo que se le suma que las alteraciones genéticas pueden variar según el tipo de cáncer y la 
persona afectada. Esto ha hecho que se empiece a replantear otras posibles dianas terapéuticas 
contra el cáncer. En la búsqueda de estas nuevas dianas, en la última década se ha vuelto a 
reiniciar las investigaciones sobre el metabolismo celular y el microambiente de los tumores25-
29. Durante años se ha estado pensando que el metabolismo alterado que presentan las células 
cancerosas se debe a las alteraciones genéticas de éstas y que el metabolismo no tenía un papel 
fundamental en el proceso carcinogénico, sino que era una consecuencia final. Sin embargo, con 
el reinicio de las investigaciones en el metabolismo del cáncer, se ha podido relacionar que 
ciertas alteraciones genéticas que se producen durante el inicio del proceso de carcinogénesis 
tienen como consecuencia directa la reprogramación del metabolismo celular que no solamente 
va a estar destinado a la síntesis de macromoléculas para el soporte de la proliferación y la 
supervivencia celular, sino que también va a participar en la inestabilidad genética, 
contribuyendo al proceso de carcinogénesis25-29. La reprogramación del metabolismo celular 
durante el inicio de la carcinogénesis es fundamental para poder mantener saciadas las tres 
necesidades básicas que se producen durante una rápida proliferación celular como es la que 
presentan las células cancerosas: una rápida generación de ATP para poder mantener el estatus 
energético, una incrementada biosíntesis de macromoléculas y el mantenimiento del equilibrio 
redox celular4,26,27,29-32. Por todo ello, esta reprogramación del metabolismo va a afectar a las 
cuatro principales clases de macromoléculas: carbohidratos, proteínas, lípidos y ácidos 
nucleicos. Se sabe que las células cancerosas tienen alterado el metabolismo de todas estas 
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macromoléculas26, con lo que fármacos que tengan como diana el metabolismo celular podrían 
ser efectivos. De hecho, este tipo de fármacos tienen precedentes históricos como son los 
antimetabolitos análogos de nucleósidos (como el 5-fluorouracilo) y los antifolatos (como el 
metrotexato) que inhiben la síntesis de los ácidos nucleicos26. Aunque estos fármacos no fueron 
clasificados como moléculas que alterasen el metabolismo sino como fármacos que dañan el 
ADN, claramente tienen el metabolismo celular como una de sus dianas.  
Para poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas teniendo como base el metabolismo 
celular, lo primero que se tuvo que tener en cuenta fue los motivos de la necesidad de la 
reprogramación del metabolismo celular por parte de las células cancerosas. La proliferación 
celular consiste en un proceso celular por el cual una célula acaba dividiéndose en dos células 
hijas. La división en dos células requiere que la célula original duplique todos los componentes 
necesarios para la formación de las nuevas células. Durante este proceso de duplicación, se 
consume una gran cantidad de energía para poder sintetizar todas las nuevas macromoléculas. 
La gran mayoría de los cánceres dependen de la glucosa y la glutamina como las principales 
fuentes energéticas y precursoras del resto de macromoléculas. El metabolismo de la glucosa se 
ha convertido en los últimos años en una posible nueva diana terapéutica, debido a que gran 
parte de los cánceres dependen de la glicólisis, ruta catabólica de la glucosa, como su principal 
vía para la generación de energía y como precursora de otras macromoléculas25.  
Por otra parte, uno de los productos del metabolismo celular es la generación de radicales 
libres (especies reactivas de oxígeno o ERO, entre otros). Como consecuencia de la 
reprogramación celular que sufren las células cancerosas, éstas presentan mayores niveles 
basales de EROs que las células normales33,34. En los últimos años, se ha comenzado a estudiar 
esta diferencia de los niveles de EROs como una nueva estrategia terapéutica para el desarrollo 
de fármacos anticancerosos selectivos.  
A continuación se explicarán con más detalles las dos estrategias basadas en el 
metabolismo celular utilizadas durante esta tesis para la búsqueda de nuevos fármacos para el 
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3.3.2.1. Valoración de la utilización de agentes prooxidantes para la inducción de 
muerte selectiva de células cancerosas.  
Un radical libre es una molécula química (orgánica o inorgánica) que posee un electrón 
desapareado, con lo que es inestable y reaccionará con moléculas de su alrededor para poder 
conseguir la estabilidad. En biología, los radicales libres más importantes son las Especies 
Reactivas de Oxígeno (EROs) y las Especies Reactivas de Nitrógeno. ERO es un término que 
agrupa radicales de oxígeno (incluyendo radical hidroxilo y radical superóxido) y derivados no 
radicales de oxígeno (como el peróxido de hidrógeno)35,36.  
En las células, las EROs pueden ser originadas por fuentes endógenas o por fuentes 
exógenas. Las fuentes exógenas pueden ser de naturaleza muy variada, como por ejemplo 
elementos de la polución, el humo del tabaco, la radiación, etc. Al igual que las fuentes 
exógenas, los mecanismos endógenos de generación de EROs también pueden ser muy 
variados. Algunas de los mecanismos endógenos son la fosforilación oxidativa (OXPHOS), los 
peroxisomas y la activación de células inflamatorias (estas células utilizan la producción de 
EROs para la eliminación de agentes patógenos). En las células, la principal fuente de EROs es 
la mitocondria. Durante la OXPHOS, la mayoría del oxígeno consumido es reducido a agua; sin 
embargo, sobre un 5% de las moléculas de oxígeno es convertido en anión superóxido debido a 
un fallo del acoplamiento de los electrones y los protones en la cadena respiratoria. Este anión 
superóxido puede ser convertido en otras EROs, como radicales hidroxilo y peróxido de 
hidrógeno34,36,37.  
Las EROs son consideradas una “espada de doble filo”. Por un lado, las EROs son 
esenciales para determinadas funciones biológicas. Bajas concentraciones de EROs van a ser 
necesarias para la supervivencia, el crecimiento y la diferenciación celular. Esto se debe a la 
intervención de las EROs en la regulación de vías de transducción de señales y sobre la 
actividad de determinadas enzimas, al modificar la estructura de proteínas y genes con las que 
reaccionan directa o indirectamente36. Por otro lado, excesivas cantidades de EROs pueden 
desencadenar daño oxidativo irreversible sobre biomoléculas (como el ADN, proteínas y 
lípidos). Destaca el daño que las EROs pueden producir sobre el ADN. Se ha descrito que las 
EROS pueden directamente producir roturas de las cadenas de ADN (tanto roturas simples 
como dobles), modificaciones sobre las bases nitrogenadas que componen el ADN (destacando 
la oxidación de la guanina, dando lugar a la 8-hidroxiguanosina) e intercruzamientos entre las 
cadenas de ADN. Este daño oxidativo puede acabar desencadenando la muerte celular o 
favoreciendo el desarrollo de condiciones patológicas como inflamación, aterosclerosis, 
envejecimiento y cáncer (Figura 10)33,34.  
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Figura 10. Relación entre los niveles de EROs y cáncer. El efecto biológico de las EROs 
dependerá de sus niveles intracelulares. iveles bajos de EROs (amarillo) tienen efectos 
beneficiosos sobre la proliferación y supervivencia celular. Sin embargo, niveles excesivamente 
altos (morado) causan muerte celular. Las células utilizan los antioxidantes para prevenir el 
alcance de niveles elevados de EROs. Las células cancerosas presentan niveles de EROs más 
elevados de lo normal (azul) pero por debajo de los niveles que inducirían muerte celular. 
Fuente original: Targeting cancer cells by ROS-mediated mechanisms: a radical therapeutic 
approach? 36 
 
Por tanto, mantener un equilibrio de los niveles de EROs es crucial para el crecimiento y 
la supervivencia celular. Por este motivo las células han desarrollado un sistema de defensa 
contra las EROs, incluyendo  enzimas antioxidantes y vías de reparación del daño generado por 
las EROs. Las enzimas antioxidantes incluyen superóxido dismutasas (encargadas de la 
eliminación de anión superóxido), glutatión peroxidasa (se encarga de la eliminación de 
peróxido de hidrógeno mediante la utilización de glutatión), catalasa (encargada de la 
eliminación de peróxido de hidrógeno), entre otros34,36. Dentro de las vías de reparación de los 
daños generados por las EROs destacan las vías de reparación del daño en el ADN, 
principalmente la vía de reparación por escisión de bases o BER. 
Cuando el balance redox se desequilibra por una insuficiencia de los mecanismos de 
defensa, por una excesiva producción de EROs o por ambas, se produce lo que se conoce como 
estrés oxidativo. Elevados niveles de EROs y de estrés oxidativo han sido ampliamente 
observados en las células cancerosas. Este incrementado estrés oxidativo parece jugar un papel 
fundamental en la carcinogénesis. Aunque los mecanismos que generan un aumento del estrés 
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oxidativo en las células cancerosas no están del todo claro, sí que se ha asociado la activación de 
ciertos oncogenes (como la activación del oncogén MYC), la reprogramación metabólica, la 
disfunción mitocondrial (mutaciones en el ADN mitocondrial que afectan a la funcionalidad de 
los elementos de la cadena de transportadores de electrones) y la pérdida de la funcionalidad del 
gen p53 con el incremento de la producción de EROs en las células tumorales34,36. Esta excesiva 
producción de EROs va a inducir más alteraciones genéticas (especialmente en el genoma 
mitocondrial) que van a contribuir al aumento de la inestabilidad genética del cáncer, que a su 
vez van a aumentar la producción de EROs, entrando en un círculo “vicioso” que va a contribuir 
al desarrollo del cáncer. Por otra parte, como se comentó anteriormente, las EROS tienen un 
papel fundamental en la regulación de la expresión de genes responsables de la proliferación 
celular, evasión de la muerte celular, la invasión, etc., por lo que los elevados niveles de EROs 
van a contribuir de este modo también a la carcinogénesis. Sin embargo, excesivos niveles de 
EROs pueden llegar a inducir la muerte celular. Para evitarlo, las células cancerosas han 
desarrollado una serie de sistemas de adaptación a este elevado estrés oxidativo como un 
elevado aumento de la producción de determinadas enzimas y moléculas antioxidantes (como la 
superóxido dismutasa o el glutatión) o la reprogramación del metabolismo para compensar esos 
elevados niveles de EROs33,37.  
El estrés oxidativo elevado que presentan las células cancerosas hace pensar que agentes 
antioxidantes podrían actuar previniendo la carcinogénesis, mientras que agentes prooxidantes 
incrementarían los niveles de EROs, contribuyendo a ella. Es de destacar que un mismo agente 
puede tener efectos antioxidantes y prooxidantes dependiendo de su concentración. Esta 
dualidad está empezando a ser estudiada para su utilización en la terapia del cáncer. Como ya se 
ha comentado, las células normales mantienen unos niveles basales de EROs reducidos mientras 
que las células cancerosas presentan niveles elevados. Un aporte exógeno de EROs controlado 
podría hacer que los niveles de EROs superasen el umbral tolerado en las células cancerosas 
desencadenando la muerte de éstas, mientras que ese mismo incremento de EROs no superaría 
el umbral de tolerancia de las células normales al tener menores niveles basales de EROs 
(Figura 11)33,36. Por tanto, el uso de concentraciones específicas de un agente prooxidante podría 
matar de forma selectiva a células cancerosas, sin afectar a las células normales. De hecho, en 
los últimos años se ha demostrado que la generación de EROs participa en la actividad 
anticancerosa de muchos agentes antineoplásicos usados en la terapia actual, como los 
compuestos de platino (como el cisplatino), los inhibidores de topoisomerasas (como el 
etopósido), taxanos (como docetaxel), entre otros. Aunque esta generación de EROs no sea el 
principal mecanismo de acción de estos fármacos, podría ser la causa de la selectividad de éstos, 
puesto que su mecanismo principal afecta por igual tanto a células cancerosas como a células 
normales. Por todo esto, en los últimos años los agentes prooxidantes han empezado a ganar 
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importancia como posible nuevo grupo de fármacos antineoplásicos selectivos. Con el objetivo 
de identificar agentes prooxidantes, durante esta tesis se ha colaborado en la realización de la 
revisión titulada Pro-Oxidant atural Products as Anticancer Agents, que es adjuntada a final 
de este apartado, en la cual se han recogido los productos naturales prooxidantes que han 
demostrado actividad anticancerosa. El motivo de escoger productos naturales para realizar esta 
revisión se debe al hecho de que la gran mayoría de los fármacos actuales tienen su origen o 
están relacionados con productos naturales, incluyendo los fármacos antineoplásicos, de los 
cuales el 73% está relacionado con productos naturales38. De hecho, algunos de los productos 
recogidos en esta revisión son fármacos utilizados en la quimioterapia actual (por ejemplo 
vinblastina, bleomicina, mitomicina, etc.) y otros se encuentran siendo evaluados en ensayos 
clínicos (como la curcumina, el sulforafano, la vitamina C, etc.). Por otra parte, esta revisión 
ayudó en la elección de los agentes prooxidantes que fueron evaluados en esta tesis para la 
valoración de su utilización en el tratamiento del cáncer de pulmón, como el hidroxitirosol y el 











Figura 11. Efecto del aporte exógeno de EROs. Un incremento en el nivel de EROs en las 
células cancerosas (barra roja) por un aporte exógeno superaría el umbral de tolerancia de 
éstas, induciendo la muerte celular, mientras que ese mismo incremento (barra rosa) no 
pasaría el umbral de tolerancia de las células normales. Fuente original: “Targeting cancer 
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3.3.2.2. Utilización de inhibidores de glicólisis para matar de forma selectiva células 
cancerosas.  
Todas las células requieren ATP para poder llevar a cabo los procesos celulares, 
incluyendo la división celular. La mayoría de las moléculas del ATP son producidas en la 
mitocondria a través de la fosforilación oxidativa (OXPHOS), que es un proceso de oxidación 
de NADH y FADH2 (generados durante la glicólisis, la oxidación de los ácidos grasos y el ciclo 
de ácidos tricarboxílicos) acoplado a la fosforilación del ADP hasta ATP, siendo el O2 el 
aceptor final de electrones. Las células también pueden producir ATP mediante la glicólisis, que 
tiene lugar en el citosol y no requiere oxígeno. La glicólisis es una ruta catabólica de la glucosa 
en la cual una molécula de glucosa es transformada en dos moléculas de piruvato, resultante en 
la producción de ATP y en el consumo de NAD+. El piruvato generado puede ser convertido a 
lactato mediante la lactato deshidrogenasa, regenerando en el proceso al NAD+  que es necesario 
para poder repetir el proceso de glicólisis. Porque la OXPHOS es sobre 10 veces más efectiva 
que la glicólisis generando ATP, es comprensible que las células generen ATP 
mayoritariamente a través de OXPHOS cuando los niveles de oxígeno son los adecuados. 
Mientras que en ausencia de oxígeno, las células dependerán de la glicólisis para la generación 
de ATP. Esto se conoce como efecto Pasteur39, en honor a Pasteur que observó que la glicólisis 
solamente se encontraba activa en ausencia de oxígeno.  
Para la generación de energía, las células deben tomar nutrientes desde la sangre. Estos 
nutrientes también son utilizados para la síntesis de macromoléculas y componentes celulares 
requeridos para la formación de las nuevas células durante la división celular. Dentro de los 
nutrientes más importantes para la proliferación celular se encuentra la glucosa porque su 
metabolización a través de la glicólisis es requerida para la obtención de numerosos precursores 
de otras macromoléculas. Por ello, no es de extrañar que las células cancerosas (y células 
normales con elevada proliferación) tengan un elevado ritmo de absorción de glucosa y de 
glicólisis, debido a la elevada tasa de proliferación de la que se caracterizan. Sin embargo, junto 
a los nutrientes, a las células cancerosas les llega también oxígeno, el cual según el efecto 
Pasteur debería inactivar a la glicólisis. Esto implica que la proliferación celular se vería 
comprometida si la glicólisis estuviese siempre inhibida en presencia de oxígeno como explica 
el efecto Pasteur. Esta activación de la glicólisis en presencia de oxígeno es lo que se conoce 
como glicólisis aeróbica o efecto Warburg. El mecanismo de cómo las células cancerosas 
pueden cambiar la OXPHOS a glicólisis aeróbica no está muy claro todavía y existen 
numerosas posibles explicaciones31.  
Otto Warburg fue el primero en describir está activación de la glicólisis en las células 
cancerosas21. Él explicaba que el cambio de OXPHOS a glicólisis aeróbica se debía a que las 
células cancerosas presentaban daños irreversibles en las proteínas que conforman la 
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OXPHOS21. Esta hipótesis solamente puede explicar ese cambio metabólico en algunos tipos de 
cáncer que han demostrado tener disminuida la funcionalidad de la OXPHOS por presentar 
mutaciones en el ADN mitocondrial, con lo que tienen disminuida la expresión o presentan 
defectos en alguno de los componentes de la OXPHOS, dependiendo de la glicólisis para la 
producción de energía40. Sin embargo, hay otros tumores cuyas células han demostrado 
conservar la funcionalidad de OXPHOS, aunque ésta se encuentra disminuida27,29. Pero 
independientemente del estado funcional de OXPHOS, el 60% de la energía en las células 
cancerosas proviene de la glicólisis aeróbica.  
La elección de la glicólisis como fuente principal de energía puede ser debido a que la 
glicólisis genera ATP de forma más rápida que la OXPHOS, permitiendo mantener la alta 
demanda energética de las células cancerosas. Aunque la glicólisis es menos eficiente en la 
producción de moléculas de ATP que la OXPHOS, esta desventaja es compensada por las 
células cancerosas con una elevada absorción de glucosa26-28. Esta elevada absorción de glucosa 
se ha visto asociada con mutaciones ocurridas en las células cancerosas29. Estas mutaciones 
también han sido relacionadas con un aumento en la expresión de enzimas glicolíticas. Tanto el 
aumento de la absorción de glucosa como de la expresión de enzimas glicolíticas originan la 
activación de la glicólisis. Entre algunas de las mutaciones genéticas que pueden originar este 
cambio metabólico se encuentran: 
* Activación de la vía fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) por la mutación en genes supresores 
de tumores que en condiciones normales la inactivarían. La activación de esta vía no solo va a 
inducir la generación de señales de crecimiento, sino que va a aumentar la expresión de 
transportadores de glucosa y de enzimas participantes en la glicólisis, con la consecuente 
activación de la glicólisis. 
* Activación del factor de transcripción inducible por hipoxia (HIF1). Este factor en 
condiciones normales solamente se ve activado en presencia de hipoxia, situación en la que se 
pueden encontrar muchos tumores en algún momento de su desarrollo. Algunos estudios 
proponen que la activación de la glicólisis se debe a una adaptación a las condiciones de hipoxia 
durante las fases iniciales del desarrollo del tumor, permitiendo la producción de ATP en 
ausencia de oxígeno. Sin embargo, ha sido demostrado que HIF1 también puede ser activado en 
condiciones de normoxia por determinados oncogenes. La activación de HIF1 va a inducir la 
expresión de genes que codifican transportadores de glucosa y/o enzimas glicóliticas, 
favoreciendo la activación de la glicólisis.  
* Pérdida del gen p53. Este gen no solamente está involucrado en la respuesta a la 
reparación del daño en el ADN e inducción de apoptosis, sino que es capaz de regular la 
glicólisis por la inactivación de la vía PI3K. 
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* Inactivación de la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) por mutaciones en el 
gen. La AMPK es un regulador esencial del estado energético que actúa inhibiendo el 
crecimiento celular cuando el ratio AMP/ATP está aumentado, como es en el caso de estrés 
metabólico por falta de nutrientes.  
En la activación de la glicólisis también se ha visto que el pH intracelular juega un papel 
fundamental41,42. Cuando se activa la glicólisis, una molécula de glucosa es degradada hasta dos 
moléculas de piruvato. En presencia de oxígeno, ese piruvato entraría en la mitocondria en 
donde la Piruvato deshidrogenasa (PDH) lo transformaría en acetil-CoA, permitiendo que entre 
en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT) y generando los sustratos de la OXPHOS. Sin 
embargo, las células cancerosas han demostrado tener un elevado nivel de Proteína 
deshidrogenasa quinasa (PDK), enzima inhibidora de PDH, como resultado de la activación del 
HIF1. De esta forma, en las células cancerosas el piruvato no puede entrar a formar parte del 
CAT y es transformado por la lactato deshidrogenasa en  lactato25,29. Este lactato disminuiría el 
pH intracelular, que podría llegar a inducir una parada del ciclo celular o incluso inducir 
apoptosis. Sin embargo, las células cancerosas tienen aumentada la expresión y actividad de 
transportadores de membrana encargados de expulsar protones y lactato fuera de la célula 
(como la bomba H+-ATPasa, intercambiadores de Na+-H+, etc.), provocando una alcalinización 
del pH intracelular y una acidificación del pH extracelular41. La alcalinización del pH 
intracelular incrementa la proliferación celular, evita la apoptosis; mientras que la acidificación 
del pH extracelular favorece la invasión debido a que la acidez degrada la matriz extracelular, 
favorece la activación de proteasas que también contribuirán a la degradación de la matriz e 
impide la entrada de compuestos que sean bases débiles como algunos fármacos antineoplásicos 
(como doxorubicina, mitoxentrona y vincristina) provocando resistencias a estos fármacos. Por 
otra parte, la alcalinización del citosol también facilita que las células cancerosas mantengan 
activada la glicólisis. Durante la elaboración de esta tesis se ha realizado el trabajo titulado 
“Role of the Intracellular pH in the Metabolic Switch between Oxidative Phosphorylation and 
Aerobic Glycolysis - Relevance to Cancer” con el objetivo de conocer los motivos por los que 
la alcalinización del pH intracelular favorece el fenotipo glicolítico. La OXPHOS depende de la 
diferencia de concentración de H+ entre la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana de la 
mitocondria. En la membrana externa de la mitocondria existen unos canales de aniones 
dependientes de voltajes (VDAC). Si estos canales se encuentran abiertos, las concentraciones 
de H+ en el espacio intermembrana de la mitocondria y el citosol van a ser similares. Esto quiere 
decir que una alcalinización del citosol, como se ha comentado que ocurre en las células 
cancerosas por activación de la glicólisis, también disminuiría los H+  en el espacio 
intermembrana mitocondrial, con lo que la OXPHOS se vería reducida por la disminución del 
gradiente de H+. Por otro lado, un pH alcalino del citosol también provocaría que la hexoquinasa 
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se uniera a los canales VDAC, impidiendo el funcionamiento normal de la mitocondria, con lo 
que la OXPHOS también quedaría reducida. Debido a esta disminución de la actividad de la 
OXPHOS, las células cancerosas deberían mantener activa la glicólisis para poder cubrir las 
necesidades energéticas. Además, la glicólisis también se vería estimulada por la activación de 
la fosfofructoquinasa, enzima clave en la regulación de la glicólisis, debido a la alcalinización 
intracelular. Por otra parte, el piruvato formado como producto de la glicólisis no podría 
penetrar en la mitocondria debido a la reducción del gradiente de H+, el cual es necesario para el 
transporte de piruvato al interior de la mitocondria, con lo que el piruvato se acumularía en el 
citosol. Esta acumulación de piruvato activaría al HIF1 que aumentaría la expresión de 
transportadores de glucosa y enzimas glicolíticas, con lo que la glicólisis seguiría activa. Todos 
estos eventos podrían explicar que la alcalinización del citosol participe en mantener activa la 
glicólisis en las células cancerosas.  
Está claro que una glicólisis activa permite a las células cancerosas poder mantener el 
estado energético y al aporte de los precursores necesarios para la biosíntesis de 
macromoléculas. Pero la glicólisis tiene otra función vital para las células cancerosas: el 
mantener la homeostasis del balance redox. Como se ha comentado en el apartado anterior, las 
células cancerosas presentan unos elevados niveles de EROs fruto de su elevado metabolismo 
celular. Aunque las EROs pueden inducir muerte celular, las células tumorales han desarrollado 
mecanismos para prevenir que las EROs alcancen niveles citotóxicos. La glicólisis forma parte 
de uno de estos mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo. Por un lado, la activación de 
la glicólisis incrementa la formación de piruvato, el cual es un eficiente atrapador de peróxido 
de hidrógeno. Por otro lado, el metabolismo de la glucosa a través del ciclo de la pentosa fosfato 
va a regenerar NADPH desde NAD+. La regeneración del NADPH es necesaria para la 
detoxificación de EROs a través de los sistemas de antioxidantes glutatión y tioredoxin (Figura 
12)25.  
Estas funciones de la glicólisis aeróbica explican su papel clave en el desarrollo del 
cáncer. La posible reversión metabólica de la glicólisis aeróbica a OXPHOS podría ser 
importante para el desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas contra el cáncer. Existen 
numerosos estudios en donde se ha visto que la utilización de inhibidores de la glicólisis 
disminuye la producción de ATP en las células cancerosas, induciendo la muerte celular25,43-45. 
Por otro lado, la combinación de inhibidores de glicólisis junto con agentes prooxidantes podría 
presentar sinergismo, potenciando el efecto citotóxico sobre células cancerosas25. Este 
sinergismo se debería a que la inhibición de la glicólisis podría hacer a las células cancerosas 
más susceptibles al aporte exógeno de EROs. Todo esto hace pensar que la inhibición de la 
glicólisis podría ser una herramienta útil en el tratamiento del cáncer.   
  
3. ATECEDETES 













Figura 12. Papel de la glicólisis en la detoxificación de H2O2. La glicólisis ayudaría a 
detoxificar H2O2 al incrementar las concentraciones de piruvato y por regeneración de los 
sistemas antioxidantes glutatión y tioredoxin. Fuente original: “López-Lázaro, M. A new view 
of carcinogenesis and an alternative approach to cancer therapy. Mol. Med. 2010, 16 (3-4); 144-
153”25. 
3. ATECEDETES 
 - 152 - 
 
3. ATECEDETES 
 - 153 - 
3. ATECEDETES 
 - 154 - 
3. ATECEDETES 
 - 155 - 
3. ATECEDETES 
 - 156 - 
3. ATECEDETES 
 - 157 - 
3. ATECEDETES 
 - 158 - 
3. ATECEDETES 
 - 159 - 
3. ATECEDETES 
 - 160 - 
4. OBJETIVO 





























 - 162 - 
4. OBJETIVO 
 - 163 - 
La gran mayoría de las muertes causadas por el cáncer se producen en pacientes con 
metástasis debido a que los fármacos utilizados en el tratamiento de estos pacientes tienen poca 
capacidad para matar células cancerosas de forma selectiva. El principal objetivo de este trabajo 
es la búsqueda de nuevos fármacos anticancerosos selectivos mediante la utilización de líneas 
celulares cancerosas y no cancerosas. Para esta búsqueda se han seguido varias estrategias 
basadas fundamentalmente en la utilización de los defectos de reparación del daño en el ADN 
de las células cancerosas y en la explotación de sus alteraciones metabólicas.  
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5.1. COMPUESTOS EVALUADOS.  
En esta tesis se evaluó la posible actividad anticancerosa selectiva de más de 100 
compuestos de distinta naturaleza. Los compuestos cuyos resultados son presentados en esta 
tesis se encuentran recogidos en la Tabla 1. En dicha tabla también es recogido el disolvente 
utilizado para preparar la disolución inicial de los compuestos. En aquellos compuestos en los 
que se utilizó dimetilsulfóxido (DMSO) para la elaboración de dicha disolución inicial, la 
concentración de DMSO nunca llegó a ser más alta del 1% cuando se utilizaron para el 
tratamiento de células.  
ombre Fuente Disolvente 
Peróxido de hidrógeno (H2O2) Panreac Medio 
Camptotecina (Cpt) Sigma DMSO 
5-fluorouracilo (5-FU) Sigma DMSO 
Oxaliplatino  Sigma DMSO 
Cisplatino Sigma DMSO 
Hidroxiurea Sigma DMSO 
Etopósido (Etop) Sigma DMSO 
Fenilglioxal (FG) Fluka DMSO 
Ácido clorogénico Sigma Medio 
2-H-piran-2-ona (2-pirona) Fluka Medio 
γ-crotonolactona (2-furanona) Fluka Medio 
Dicloroacetato (DCA) Sigma Medio 
2-deoxiglucosa (2DG) Sigma Medio 
Bromopiruvato (BrP) Sigma Medio 
Digitoxina Sigma DMSO 
Digoxina Sigma DMSO 
Ouabaína Sigma DMSO 
Pirogalol Sigma DMSO 
Ácido gálico Sigma DMSO 
Ácido ascórbico (Vitamina C) Sigma Medio 
Curcumina Sigma DMSO 
Miricetina Sigma DMSO 
Resveratrol Sigma DMSO 
Hidroxitirosol 
Aislamiento a 





Etil hidroxitirosil éter Sintetizado46 DMSO 
Butil hidroxitirosil éter Sintetizado46 DMSO 
Hexil hidroxitirosil éter Sintetizado46 DMSO 
Octil hidroxitirosil éter Sintetizado46 DMSO 
Decil hidroxitirosil éter Sintetizado47 DMSO 
Dodecil hidroxitirosil éter (HTDE) Sintetizado46 DMSO 
Hexadecil hidroxitirosil éter Sintetizado47 DMSO 
N-farnesil-n'-(4-nitrofenil) tiourea (45) Sintetizado48 DMSO 
N-farnesil-N'-(3-nitrofenil) tiourea (46) Sintetizado48 DMSO 
N-farnesil-n'-(4-trifluorometil)fenil tiourea (47) Sintetizado48 DMSO 
N-(4-cianofenil)-N'-farnesil tiourea (50) Sintetizado48 DMSO 
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Sulforafano Sigma DMSO 
Sulforafano.42 Sintetizado51 DMSO 
Sulforafano.52 Sintetizado51 DMSO 
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Sulforafano.58 Sintetizado51 DMSO 
Sulforafano.71 Sintetizado51 DMSO 
Sulforafano.72 Sintetizado51 DMSO 
Sulforafano.119  Sintetizado51 DMSO 
CP-96345 Sigma DMSO 
INKA1(R)  Sintetizado** DMSO 
INKA1.AcF3 Sintetizado** DMSO 
INKA1.ona Sintetizado** DMSO 
INKA1(S).Ac Sintetizado** DMSO 
INKA2(S) Sintetizado** DMSO 
INKA2(R)  Sintetizado** DMSO 
INKA3J(S) Sintetizado** DMSO 
INKA3(R)  Sintetizado** DMSO 
INKA9 Sintetizado** DMSO 
INKA.9 Sintetizado** DMSO 
INKA.11 Sintetizado** DMSO 
INKA.23 Sintetizado** DMSO 
INKA.57 Sintetizado** DMSO 
INKA.59 Sintetizado** DMSO 
INKA.85 Sintetizado** DMSO 
INKA.116 Sintetizado** DMSO 
INKB21c Sintetizado** DMSO 
INKB21d Sintetizado** DMSO 
INKB30A Sintetizado** DMSO 
INKB30B Sintetizado** DMSO 
INKB72 Sintetizado** DMSO 
INKB117 Sintetizado** DMSO 
INKB222A Sintetizado** DMSO 
INKB222B Sintetizado** DMSO 
INKB300a Sintetizado** DMSO 
INKB300b Sintetizado** DMSO 
Café soluble Comercial Medio 
Café verde soluble Comercial Medio 
Té verde Extracto*** Medio 
erium oleander (NOE) Extracto*** DMSO 
Tabla 1. Compuestos cuya actividad anticancerosa ha sido evaluada en esta tesis. 
*Síntesis realizada por el grupo de investigación de los Drs. Vega Pérez e Iglesias Guerra. ** 
Síntesis realizada por el grupo de investigación de la Dra. Fernández Fernández y por el grupo 
de investigación del Dr. Khiar. *** La elaboración de los extractos se encuentra recogida en el 





5.2. PREPARACIÓ DE EXTRACTOS VEGETALES.  
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La elaboración de los extractos de erium oleander y té verde es detallada a continuación. 
En junio del 2010 se recogieron hojas de un espécimen de erium oleander L. en Sevilla 
(coordenadas geográficas 37º 22’ 16’’N, 5º 59’ 25’’W). El espécimen fue identificado 
botánicamente por el Dr. García y se encuentra depositado con el número de referencia 278048 
en el herbario del Departamento de Biología Vegetal y Ecología de la Facultad de Biología, 
Universidad de Sevilla. Para la elaboración del extracto, las hojas frescas trituradas se 
mezclaron con una solución hidroalcohólica (etanol y agua en proporción 1:1) mediante 
agitación y calor (60ºC) durante 1 h en un baño de ultrasonidos. Los restos de hojas se 
eliminaron filtrando la solución con papel de filtro y el etanol se eliminó en un rotavapor. La 
solución acuosa final se liofilizó, obteniéndose un rendimiento de extracción del 2,3%. 
El extracto de té verde se obtuvo tras la disolución de 15 gramos de té verde comercial 
con 150 ml de agua en ebullición y posterior extracción en un baño con ultrasonidos  durante 10 
minutos. La solución obtenida se filtró y se liofilizó. El rendimiento de extracción obtenido fue 
del 9%.  
5.3. DETERMIACIÓ DEL COTEIDO E HETERÓSIDOS CARDIOTÓICOS.   
 El contenido de heterósidos cardiotónicos del extracto se determinó con la reacción de 
Kedde, técnica colorimétrica para la determinación de lactonas pentacíclicas insaturadas, como 
la 2-furanona que presentan los cardenólidos en su estructura. Esta técnica se basa en la reacción 
que ocurre entre el ácido 3,5-dinitrobenzoico y las lactonas pentacíclicas insaturadas, dando 
lugar a un producto coloreado (rojo-violeta) que puede ser cuantificado por la medición de la 
absorbancia a 540 nm. La mezcla reactiva se preparó en el momento de la determinación, siendo 
una solución al 3% de ácido 3,5-dinitrobenzoico en etanol mezclada en una proporción 1:1 con 
una solución de NaOH 2M. En una placa de 96 pocillos se añadieron 150 µl/pocillo del extracto 
o del compuesto control (la lactona 2-furarona). A cada pocillo se le adicionaron 100 µl de la 
mezcla reactiva y la placa se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalizado el 
tiempo de incubación, se midió la absorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro lector de 
placas. Las absorbancias de distintas concentraciones de 2-furarona se utilizaron para elaborar 
una curva patrón. Basándose en esta curva patrón, se determinó el porcentaje de heterósidos 
cardiotónicos (cardenólidos) en el extracto. Este porcentaje se expresó como la media ± SEM de 
tres ensayos independientes.  
 
 
5.4. LÍEAS CELULARES.   
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Para la realización de esta tesis se han utilizado las líneas celulares recogidas en la Tabla 
2. En dicha tabla se encuentra recogido el nombre, tipo de célula, medio de cultivo y el origen 
de las células utilizadas.  
ombre  Tipo celular Medio de cultivo Fuente 
MRC-5 Humanas no malignas de pulmón DMEM ECACC 
A549 Humanas de adenocarcinoma de pulmón DMEM ECACC 
MCF10 Humanas no malignas de mama 
DMEM + HAM's 
F12 (1:1) 
Dra. Daza 
Navarro y Dr. 
Ruano  
MCF7 Humanas de adenocarcinoma de mama DMEM 
Dra. Daza 
Navarro y Dr. 
Ruano  
VH10 
Humanas no malignas de piel DMEM Dr. Helleday 
UACC-62 Humanas de melanoma DMEM ATCC 
K562 Humanas de leucemia mieloide crónica  RPMI ECACC 
HT29 Humanas de adenocarcinoma colorrectal DMEM Dra. Motilva 
HTC116 
Humanas de carcinoma colorrectal (deficientes en 
MMR) 
DMEM Dr. Orta 





AA8 mutadas en XRCC1 (deficientes en 




EM9-V AA8 mutadas en XRCC1 con un vector vacío DMEM Dr. Helleday 
EM9-XH EM9 complementadas con el gen XRCC1 DMEM Dr. Helleday 
KO40 
AA8 mutadas en FANCG (deficientes en vía 
anemia de fanconi) 
McCoy's Dr. Palitti 
UV4 
AA8 mutadas en XPF (deficientes en reparación 
por escisión de nucleótidos) 
DMEM Dr. Helleday 
UV5 
AA8 mutadas en XPD (deficientes en reparación 
por escisión de nucleótidos) 
DMEM Dr. Helleday 
UV61 
AA8 mutadas en CSB (deficientes en reparación 
por escisión de nucleótidos) 
DMEM Dr. Helleday 
V3-3 
AA8 mutadas en DNA-PK (deficientes en 
reparación por unión de extremos no homólogos) 
DMEM Dr. Helleday 
VC8 
Pulmón de hámster chino V79 mutadas en el gen 
BRCA2 (deficientes en recombinación homóloga) 
DMEM Dr. Helleday 
VC8-B2 VC8 complementadas con el gen BRCA2 DMEM Dr. Helleday 
HTC116Ch3 
HTC116 complementadas con el cromosoma 3 
(contiene gen MLH1) 
DMEM Dr. Orta 
Tabla 2. Líneas celulares utilizadas en esta tesis.  
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Todos los medios de cultivo utilizados se suplementaron con 2 mM de glutamina, 50 
µg/ml penicilina, 50 µg/ml estreptomicina y 10% de suero fetal bovino. Una excepción fue el 
medio utilizado para el cultivo de las células MCF10 que fue una mezcla al 1:1 de medio 
DMEM y HAM’s F12 suplementados con 2 mM de glutamina, 50 µg/ml penicilina, 50 µg/ml 
estreptomicina, 20 ng/ml factores crecimiento, 100 ng/ml toxina colérica, 10 µg/ml insulina, 500 
ng/ml hidrocortisona y 5% suero de caballo.  
Todas las líneas celulares fueron cultivadas a 37ºC, 5% CO2 y humedad controlada en un 
incubador.  
Todos los productos utilizados para el cultivo celular se obtuvieron del laboratorio PAA, a 
excepción del medio para las MCF10 que fue cedido por la Dra. Daza Navarro.  
 
5.5. AÁLISIS DE LA CITOTOXICIDAD MEDIATE EL ESAYO MTT. 
La citotoxicidad es la cualidad de un agente de inducir efectos tóxicos sobre células, que 
acabarán generando la inhibición de su crecimiento o la muerte. Una de las técnicas más 
utilizadas para la evaluación de la citotoxicidad es el ensayo MTT. Esta técnica se basa en la 
capacidad que tienen las células vivas para reducir el compuesto amarillo MTT ((bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma) en sus mitocondrias a un compuesto 
coloreado púrpura-azulado e insoluble (formazan-MTT). Este compuesto es posteriormente 
solubilizado y cuantificado mediante absorbancia; a mayor absorbancia, mayor producción de 
formazan-MTT, por tanto, mayor número de células vivas52.  
Este ensayo se llevó a cabo para estudiar la citotoxicidad de los compuestos evaluados 
durante esta tesis. Células en fase de crecimiento exponencial se sembraron en placas de 96 
pocillos en una densidad entre 30000-100000 células/pocillo (dependiendo del tipo celular y del 
tiempo de incubación con el tratamiento), permitiendo un tiempo de adaptación al medio de 24 
h. Una vez transcurrido este tiempo, las células se trataron con los compuestos a estudiar. 
Finalizado el tratamiento, el medio se retiró y las células se incubaron durante 3-5 horas con 125 
µl MTT (1mg/ml en medio cultivo). Tras ese tiempo, se añadieron 80 µl de 20 % SDS en 0,02 
M HCl para solubilizar los cristales de formazan-MTT y las placas se incubaron toda la noche 
en un incubador a 37ºC y 5% CO2. Finalmente, se realizó la lectura de las placas en un 
espectrofotómetro lector de placas a 540 nm (Figura 13). La absorbancia se relacionó de forma 
directamente proporcional con la viabilidad celular, la cual se expresó en porcentaje con 
respecto al control. Todos los resultados se obtuvieron de al menos tres experimentos 
independientes y se expresaron como la media ± el error estándar de la media (SEM). Todos los 
experimentos se realizaron junto con una serie de controles: fármacos anticancerosos utilizados 
en clínica (cisplatino, 5-fluorouracilo e hidroxiurea) y compuestos con actividad citotóxica 
  5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 - 173 - 
inespecífica (ácido cítrico e hipoclorito sódico). Ejemplos representativos de estos controles se 
encuentran recogidos en el Anexo I.  
Cuando se evaluó el papel de la generación de EROs en la citotoxicidad de los 
compuestos ensayados, se añadieron diferentes antioxidantes una hora antes del tratamiento con 
los compuestos problemas. Los antioxidantes utilizados fueron n-acetilcisteína (Sigma), enzima 
catalasa (Fluka) y el mimético de la superóxido dismutasa MnTMPyP (manganeso (III) tetrakis 
(1-metil-4-piridil) porfirina, Biomol International). La n-acetilcisteína es capaz de disminuir los 
niveles de EROs celulares de forma directa o indirecta a través del sistema del glutatión. La 
catalasa es una enzima encargada de la reducción de peróxido de hidrógeno (H2O2) a agua y 
oxígeno. El compuesto MnTMyP es un mimético de la superóxido dismutasa que actúa 
reduciendo los niveles de anión superóxido.  
Los experimentos realizados con las líneas deficientes en alguna de las vías de reparación 
del daño en el ADN llevaron siempre un compuesto control cuya citotoxicidad es potenciada 
por la deficiencia en la ruta estudiada. En el Anexo I están recogidos valores representativos de 











Figura 13. Protocolo seguido para la realización del ensayo MTT. En la fotografía se 
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5.6. EVALUACIÓ DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIATE EL ESAYO XTT. 
La técnica colorimétrica XTT es muy similar al ensayo MTT, pero en este caso, se basa 
en el uso de una sal de tetrazol (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-
carboxanilida, Roche) que es reducido por las enzimas celulares presentes en células viables en 
un compuesto coloreado y soluble52,53. Esta técnica fue utilizada para la evaluación de la 
actividad citotóxica en células de leucemia K562. El motivo de la utilización de esta técnica en 
estas células fue debido a que estas células crecen en suspensión, siendo más sencillo la 
utilización de esta técnica que el MTT.  
Células K562 en fase exponencial de crecimiento se sembraron en placas de 96 pocillos 
(2000 células/pocillo en 100 µl), permitiendo un tiempo de adaptación de 24 horas. Tras ese 
tiempo, se añadieron las correspondientes concentraciones de los compuestos a ensayar. 
Transcurrido el tiempo de exposición a los compuestos, las células se incubaron con XTT 
durante 4 horas, tras las cuales, se realizó la lectura de las placas en un lector de placas a 450 
nm. La absorbancia se relacionó de forma directamente proporcional con la viabilidad celular, la 
cual se expresó en porcentaje con respecto al control. Los resultados se expresaron como medias 
de al menos tres experimentos independientes ± el error estándar de la media (SEM). 
 
5.7. DETERMIACIÓ DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIATE EL ESAYO 
DE SULFORRODAMIA B.  
Este ensayo colorimétrico estima la viabilidad celular indirectamente por la tinción de las 
proteínas totales celulares con sulforrodamina B (SRB). SRB es un compuesto que es capaz de 
unirse a residuos de aminoácidos básicos de las proteínas de la membrana celular54.  
Células en fase de crecimiento exponencial se sembraron en placas de 96 pocillos en una 
densidad entre 50000-100000 células/pocillo (dependiendo del tipo celular), permitiendo un 
tiempo de adaptación al medio de 24 h. Una vez transcurrido este tiempo, las células se trataron 
con los compuestos a estudiar durante 48 h de exposición. Finalizado el tratamiento, las células 
se fijaron con 50 µl/pocillo de ácido tricloroacético (TCA, Sigma) al 50% y se incubaron por 1 
hora a 4ºC. Seguidamente, las placas se lavaron con agua destilada para la eliminación del TCA 
y de las células muertas, puesto que el TCA solamente fija células vivas.  Tras este paso, el 
secado de las placas se realizó a temperatura ambiente. Posteriormente, se añadieron 50 
µl/pocillo de SRB (Sigma) al 0,4% en ácido acético al 1% e incubadas durante 30 minutos. 
Finalizado ese tiempo, las placas se lavaron con ácido acético al 1% y se secaron a temperatura 
ambiente. Finalmente, se añadieron 150 µl/pocillo de Trizma Base (10 µM, pH 10,5, Sigma) y 
se realizó la medida de la absorbancia a 495 nm en un espectrofotómetro lector de placas de 96 
pocillos. La absorbancia se relacionó de forma directamente proporcional con la viabilidad 
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celular, la cual se expresó en porcentaje con respecto al control. Los resultados se expresaron 
como las medias de al menos tres experimentos independientes ± el error estándar de la media 
(SEM). 
 
5.8. AÁLISIS DE LA SUPERVIVECIA CELULAR CO EL ESAYO 
CLOOGÉICO.  
Mediante este ensayo se evalúa la capacidad que tiene una célula de sobrevivir a la 
exposición de un compuesto y seguir dividiéndose para formar una colonia de células hijas. Por 
tanto, es otro ensayo que permite medir el efecto citotóxico de un compuesto.  
Células en fase de crecimiento exponencial se sembraron a muy baja densidad (para que las 
células se encontrasen separadas individualmente) en placas Petri de 6 cm. Después de 4h, las 
células se incubaron con los compuestos estudiados. Tras un tiempo de exposición adecuado a 
cada ensayo, el tratamiento se retiró y las placas se incubaron durante 7-9 días para permitir la 
formación de colonias. Finalizado ese tiempo, las colonias de células se tiñeron con azul de 
metileno al 0,4% en metanol. Las colonias se contaron considerándose colonia superviviente a 
aquella colonia formada por un número mayor de 50 células (Figura 14). El número de colonias 
en cada placa se dividió entre el número de células sembradas, obteniéndose la eficiencia en 
placa. Los datos obtenidos se expresaron como el porcentaje de supervivencia con respecto a la 
eficiencia en placa de las células sin tratamiento. Los resultados fueron expresados como las 










Figura 14. Ejemplo del aspecto de las colonias tras 7 días de incubación sin tratamiento. 
Las flechas señalan ejemplos de colonias formadas por más o por menos de 50 células. 
 
Colonia ˃50 células 
Colonia ˂50 células 
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5.9. DETECCIÓ DE APOPTOSIS MEDIATE AEXIA V-FITC Y CITOMETRÍA 
DE FLUJO.   
La apoptosis es un proceso de muerte celular que se caracteriza por unos cambios 
morfológicos y bioquímicos. Uno de esos cambios es la relocalización de un fosfolípido de la 
membrana celular, la fosfatidilserina. Este fosfolípido se encuentra en la cara interna de la 
membrana plasmática, pero durante una de las primeras fases de la apoptosis, pasa a localizarse 
en la cara externa de la membrana debido a la pérdida de la estructura normal de la membrana 
plasmática durante el proceso de la apoptosis. Esta técnica aprovecha este hecho. La Anexina V 
(conjugada con fluoresceína isotiocianato (FITC)) es capaz de unirse a la fosfatidilserina que se 
encuentra en la cara externa de la membrana plasmática durante la apoptosis, permitiendo 
detectar las células apoptóticas. Para que se produzca esta unión, es necesaria la presencia de 
calcio, de ahí la utilización durante el ensayo de un tampón de unión (BB). Posteriormente, en 
las fases más tardías de la apoptosis y en la necrosis (otro tipo de muerte celular) se produce la 
pérdida total de la integridad de la membrana plasmática, siendo este el fundamento de 
utilización del yoduro de propidio (IP). El IP es un colorante vital capaz de unirse al ADN de 
doble cadena que sirve para determinar el contenido de ADN de la célula. Sin embargo el IP no 
es capaz de penetrar la membrana plasmática, por lo que sólo será capaz de entrar en las células 
apoptóticas tardías y en las células necróticas. De esta forma, mediante citometría de flujo se 
consigue distinguir entre células normales (Anexina e IP negativas), células en apoptosis 
temprana (Anexina positiva e IP negativa), células en apoptosis tardía (Anexina e IP positivas) y 
células necróticas (Anexina negativa e IP positiva).  
Durante esta tesis, la capacidad de inducir apoptosis de varios compuestos fue evaluada 
mediante la utilización de un kit de Anexina V-FITC (Cat. no.: 556547, BD Biosciences).  
Las células K562 se sembraron en placas de 6 pocillos (62500 células/ml en 4 ml) y se 
incubaron durante 24 horas. Pasado ese tiempo, las células se trataron con los compuestos a 
estudiar. Finalizado el tratamiento, las células se recogieron y centrifugaron a 2000 r.p.m. y 
15ºC durante 3 minutos en tubos de 10, para la posterior retirada del sobrenadante. Después de 
esto, las células se resuspendieron en 195 µl de BB frío y 5 µl de Anexina y se incubaron a 4ºC 
durante 10 minutos. Pasado ese tiempo, las células volvieron a ser centrifugadas en las mismas 
condiciones anteriores, para un posterior retirado del sobrenadante y adición de 1 ml de PBS 
frío. Tras centrifugar y retirar el sobrenadante de nuevo, las células se resuspendieron con 190 
µl de BB frío y 10 µl de IP y se incubaron a 4ºC durante 10 minutos en oscuridad. Finalmente, 
se realizó la detección de la muerte celular en un citómetro de flujo (Cytomics FC 500 MPL, 
Beckman Coulter) y los resultados se procesaron con el software CXP análisis. Los datos 
obtenidos se representaron como el porcentaje de células viables, en apoptosis temprana, 
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apoptosis tardía y necrosis. Los resultados se expresaron como las medias de al menos tres 
experimentos independientes ± el error estándar de la media (SEM). 
Curcumina se utilizó como control positivo apoptótico55. Un ejemplo representativo se 
encuentra en el Anexo I. 
 
5.10. EVALUACIÓ DEL DAÑO E EL AD MEDIATE LA ELECTROFORESIS 
E GEL DE CÉLULAS IDIVIDUALES (ESAYO COMETA).  
La electroforesis en gel de células individuales o ensayo cometa es una técnica estándar 
para la detección y cuantificación de daño genético causado por roturas de las hebras de ADN. 
Cuando se producen estas roturas, el ADN se fragmenta y según el tamaño de esos fragmentos, 
van a tener distinta movilidad ante una electroforesis. En esta técnica, se produce la lisis de la 
membrana nuclear de la célula para dejar libre el ADN, seguido de una electroforesis en la cual 
el ADN según su estado se desplazará de forma distinta por un gel de agarosa. Si el ADN está 
dañado, se encontrará dividido en varios fragmentos por lo que se desplazará más fácilmente 
que si estuviera intacto, siendo la migración del ADN proporcional al daño. A mayor número de 
roturas, se producirán más fragmentos de ADN, que serán más pequeños y migraran más 
fácilmente a través del gel.  
Se realiza en condiciones alcalinas porque de esta forma se pueden detectar daño en el 
ADN ya sea el daño por rotura de una sola hebra de ADN o sea rotura de las dos hebras de 
ADN y, además, estas condiciones degradan el ARN por lo que no hay interferencias. La 
técnica se realizó siguiendo el protocolo del ensayo cometa56, con algunas modificaciones. Las 
células se sembraron en placas de 6 pocillos (aproximadamente 150000 células/pocillo en 2 ml) 
y se incubaron durante 24 horas antes del tratamiento con los compuestos a estudiar. Finalizado 
el tratamiento, las células se recogieron y centrifugaron a 1000 r.p.m y 4 ºC durante 6 minutos. 
El sobrenadante se retiró y las células se resuspendieron en un volumen suficiente de PBS frío 
para obtener una suspensión de células en alta densidad. De la suspensión resultante se tomaron 
5 µl para ser mezclados con 80 µl de 0,7% agarosa de bajo punto de fusión en PBS, depositados 
sobre un portaobjetos previamente recubierto con 1% de agarosa normal y dejados solidificar a 
4ºC durante 10 minutos. Después de este tiempo, se añadieron 85 µl de 0,7% agarosa de bajo 
punto de fusión en PBS, volviéndose a dejar solidificar a 4ºC durante 10 minutos. Transcurrido 
ese tiempo, los portaobjetos se colocaron en una solución de lisis ((2,5 M NaCl, 0,1 M 
Na2EDTA, 0,01 M trizma base, 0,77 % N-laurosilsarcosinato, 0,25 M NaOH en agua destilada, 
pH 10), a los que en el momento de su utilización le fue añadido 1% Triton-X y 10% DMSO) a 
4ºC durante 30 minutos en ausencia de luz. Una vez lisadas las membranas celulares, los 
portaobjetos se colocaron en una cubeta de electroforesis con solución de electroforesis (1 mM 
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Na2EDTA, 0,3 M NaOH en agua destilada) a 4ºC durante 20 minutos para la desnaturalización 
del ADN. Posteriormente, se realizó la electroforesis durante 20 minutos a 25 V y 300 mA. 
Finalizada la electroforesis, los portaobjetos se lavaron durante 5 minutos con una solución de 
neutralización fría (0,4 M trizma base en agua destilada, pH 7,5), con el fin de eliminar los 
álcalis y los detergentes que pudieran interferir en el siguiente paso. Tras la neutralización, los 
núcleos se tiñeron con 35 µl DAPI (2 µg/ml en Vectashield®). Finalmente, los portaobjetos se 
cubrieron con los cubreobjetos y se conservaron en una cámara húmeda hasta su posterior 
análisis. Se utilizó un microscopio de fluorescencia con captador de imágenes para captar 
imágenes de los cometas para su posterior análisis con el software CometScore®.  
 El daño en el ADN se puede cuantificar basándose en dos de los parámetros que se 
utilizan en el ensayo cometa: el porcentaje de ADN en la cola y el momento cola. El % de ADN 
en la cola, como su propio nombre indica, es la cantidad de ADN que se encuentra en la cola 
con respecto al total del ADN (la suma del ADN de la cabeza o núcleo y de la cola del cometa). 
El momento cola se calcula multiplicando la longitud de la cola (distancia recorrida por el ADN 
desde la cabeza) por el % de ADN en la cola. A mayor momento cola o mayor % de ADN en la 
cola, mayor será el daño sobre el ADN (Figura 15).  
Todos los ensayos se realizaron junto con un compuesto con capacidad de generar daño el 
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5.11. DETECCIÓ DE ROTURAS DE AD DE DOBLE CADEA MEDIATE EL 
ESAYO IMUOCITOQUÍMICO DE FORMACIÓ DE FOCOS DE γ-H2AX.  
 
El ADN está muy enrollado en el núcleo celular y se halla unido a diversas proteínas entre 
las que se encuentran las histonas. Además de tener una función de soporte del ADN, las 
histonas pueden ejercer otras funciones tales como la participación en la reparación del ADN. 
Aunque existen numerosos tipos de histonas, con esta técnica se estudia la H2AX, que está 
implicada en la reparación del ADN dañado. Cuando se produce una rotura de doble cadena del 
ADN, la H2AX se fosforila rápidamente en la serina-139  (recibiendo el nombre de γ-H2AX), y 
actúa de señal para atraer proteínas reparadoras del ADN hacia el punto de rotura. Esta técnica 
consiste en utilizar un anticuerpo primario que se une a la H2AX fosforilada, y con un 
anticuerpo secundario (unido a un compuesto fluorescente) contra el anticuerpo primario, se 
detectan los puntos de rotura del ADN en los cuales se encuentra la γ-H2AX. Por tanto, estos 
puntos de roturas señalizados por esta histona pueden visualizarse como unos focos de 
fluorescencia.   
Células en fase de crecimiento exponencial se sembraron sobre cubreobjetos estériles en 
placas de 6 pocillos (aproximadamente 150000 células/pocillo en 2ml) y se incubaron durante 
24 horas. El tratamiento se realizó tras esas 24 horas. Finalizado el tratamiento, el medio se 
retiró y las células se lavaron con PBS (a Tª ambiente) y se fijaron con 800 µl de 4% para-
formaldehido durante 10 minutos. Posteriormente, las células se lavaron de nuevo con PBS y 
después se permeabilizaron con una solución permeabilizante (0,25 % Triton X-100 en PBS) 
durante 5 minutos. Una vez permeabilizadas las células para permitir la entrada de los 
anticuerpos, se lavaron 3 veces con una solución de bloqueo (1% BSA, 0,1% Tween 20 en 
PBS). Posteriormente, las células se lavaron con 85 µl del anticuerpo policlonal de ratón contra 
γ-H2AX (Invitrogen), preparado a 1:800 en solución de bloqueo, durante 1 hora a temperatura 
ambiente.  Tras ese tiempo, las células se lavaron 3 veces con PBS, seguido de 3 lavados con la 
solución de bloqueo. Tras este paso, las células fueron incubadas con 85 µl del anticuerpo 
secundario de cabra anti-IgG murino conjugado con Alexa Fluor-488 (Invitrogen), preparado a 
1:500 en solución de bloqueo, durante 1 hora en oscuridad. A la hora, se volvieron a lavar 3 
veces con PBS, seguido de otros 3 lavados con la solución de bloqueo y de nuevo 3 veces con 
PBS. Una vez finalizados estos lavados, las células se incubaron con DAPI (Sigma), preparado 
a 1: 50000 en PBS, durante 10 minutos, tras los cuales las células se lavaron 3 veces con PBS. 
Finalmente, los cubreobjetos se depositaron en portaobjetos con una gota de Vectashield® y se 
fijaron con laca de uñas. El análisis se realizó con un microscopio de fluorescencia con captador 
de imágenes. Se contaron los focos de γ-H2AX presentes en cada célula, considerándose células 
positivas (con daño en el ADN) aquellas con más de 10 focos (Figura 16). La frecuencia de las 
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células positivas se determinó con tres experimentos separados. Al menos 200 núcleos se 
contaron por cada muestra.  
Para las células K562, debido a que crecían en suspensión, el paso de fijación tuvo que 
realizarse de manera especial. Tras el tratamiento, las células se centrifugaron a 1000 r.p.m y 4 
ºC durante 6 minutos, retirando el sobrenadante y resuspendiendo las células en 100 µl de PBS 
frío, volviendo a centrifugar en las mismas condiciones. El sobrenadante se retiró nuevamente, y 
las células se resuspendieron en 100 µl de metanol puro, dejando 20 minutos a -20 ºC. Las 
células se centrifugaron nuevamente a 1000 r.p.m. y 4 ºC durante 6 minutos, y tras retirar el 
sobrenadante, se resuspendieron en 100 µl de metanol puro. De esa suspensión, se depositaron 
unos 20 µl sobre el cubreobjeto correspondiente y se permitió la evaporación del metanol a 
temperatura ambiente. Finalizado el paso de la fijación, se continuó con el paso de la 
permeabilización como se ha comentado en el párrafo anterior.  
Durante estos experimentos fue utilizado como control positivo una dosis de 4 Gy de rayos 
X. En el Anexo I puede encontrarse un ejemplo representativo de los resultados obtenidos con 






Figura 16. Ejemplo del aspecto que presenta una célula con daño en el AD evaluado 
mediante la técnica inmunocitoquímica de focos de γ-H2AX. Se observa un núcleo teñido con 
DAPI (azul) y la formación de numerosos focos de γ-H2AX (verde). Una célula con más de 10 
focos de γ-H2AX se considera con daño en el AD. 
 
5.12. AÁLISIS DE LA FORMACIÓ DE COMPLEJOS DE ROTURA AD-
TOPOISOMERASAS MEDIATE LA TÉCICA TARDIS.   
Las topoisomerasas son las enzimas encargadas de modificar la topología del ADN durante 
los procesos celulares de la replicación, la reparación, la transcripción y la recombinación, 
mediante su rotura y posterior unión. El complejo que se forma entre las topoisomerasas y el 
ADN es lo que se detecta y cuantifica con este ensayo, que se basa en la utilización de 
anticuerpos específicos para los complejos de ADN con topoisomerasa I y la topoisomerasa II. 
Se siguió la técnica como está descrita por Willmore y cols.57.  
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Las células K562 se sembraron en placas de 6 pocillos (30000 células/pocillo) y se 
incubaron durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo, las células se trataron con los compuestos 
a estudiar. Una vez finalizado el tratamiento, 50 µl de la suspensión de células se mezclaron con 
un volumen igual de una solución de agarosa fundida (2% peso/volumen en PBS) para su 
extensión sobre un portaobjetos (previamente recubierto con 1% de agarosa normal) y dejando 
solidificar la agarosa a 4ºC. Posteriormente, los portaobjetos  se colocaron en una solución de 
lisis (1% SDS, 80 mM buffer fosfato pH 6,8, 10 mM EDTA, y una mezcla de inhibidores de 
proteasas (2 µg/ml pepstaina, 2 µg/ml leupeptina, 1 mM fenilmetilsulfonil fluorida, 1 mM 
benzamidina y 1 mM ditiotreitol)) durante 30 minutos a temperatura ambiente para desintegrar 
la membrana celular, seguido de la inmersión durante 30 minutos en una solución de 1 mM 
NaCl con inhibidores de proteasas a temperatura ambiente. Luego se lavaron 3 veces con PBS 
(5 minutos/lavado) antes de la incubación con el anticuerpo primario durante 2 horas en 
atmósfera húmeda. El anticuerpo primario de ratón anti-topoisomerasa I (Sigma) se preparó 
1:1000 en 0,1% Tween 20 y 1% BSA en PBS. El anticuerpo primario de conejo anti-
topoisomerasa II (cedido por la Dra. Austin) se preparó 1:200 en 0,1% Tween 20 y 1% BSA en 
PBS. Una vez finalizado el tiempo de incubación con los anticuerpos primarios, los portaobjetos 
se lavaron 3 veces con 0,1 % Tween 20 en PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario 
durante 2 horas en atmósfera húmeda. Para el anticuerpo primario anti-topoisomerasa I fue 
utilizado el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG murino conjugado con FITC (Sigma), 
preparado a 1:50 en 0,1% Tween 20 y 1% BSA en PBS. Para el anticuerpo primario anti-
topoisomerasa II fue utilizado el anticuerpo secundario de ratón anti-IgG de conejo conjugado 
con FITC (Sigma), preparado a 1: 200 0,1% Tween 20 y 1% BSA en PBS. Tras la incubación 
con el anticuerpo secundario, los portaobjetos se lavaron 3 veces con 0,1 % Tween 20 en PBS, 
seguido de un lavado final (toda la noche a 4 ºC) con inhibidores proteasas en PBS. Finalmente, 
se tiñeron con el colorante Hoechst (Sigma), que tiñe el ADN y se utiliza para la localización de 
las células. Finalmente, se colocaron los cubreobjetos. El análisis se realizó con un microscopio 
de fluorescencia. Las imágenes se analizaron con el software Imagen 2 (Astrocam Ltd., 
Cambridge, UK). Si un fármaco induce complejos de rotura ADN-topoisomerasa, el anticuerpo 
primario se unirá a estos complejos, y gracias al anticuerpo secundario, se producirá 
fluorescencia que será el indicador de la actividad del fármaco (Figura 17).  
Como controles positivos se utilizaron el inhibidor de topoisomerasa I, camptotecina, y el 
inhibidor de topoisomerasa II, etopósido, con ejemplos representativos de los resultados 
obtenidos en el Anexo I. 
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Figura 17. Ejemplo de imagen de células no tratadas y células tratadas con un veneno de 
topoisomerasa. Los núcleos pueden observarse de color azul debido al Hoechst (fotografías de 
la izquierda). La fluorescencia color verde indica la presencia de complejos de rotura AD-
topoisomerasa (fotografía inferior derecha). Cuando no hay un veneno de topoisomerasa, no se 
estabilizan los complejos, por lo que el anticuerpo no se puede unir y no se observa 
fluorescencia (fotografía superior derecha).  
 
5.13. EVALUACIÓ DE LA ACTIVIDAD GLICOLÍTICA CELULAR.   
La glicólisis es la ruta catabólica de la glucosa. En esta ruta una molécula de glucosa es 
transformada en dos moléculas de piruvato, con el objetivo de generar energía en forma de 
ATP. En el proceso es consumido NAD+ que es regenerado mediante la conversión del piruvato 
en lactato por la lactato deshidrogenasa. De esta forma se dispone de NAD+ para poder 
continuar realizando la glicólisis.  
La alteración de la glicólisis por un compuesto puede ser medida mediante el análisis de la 
concentración de glucosa (producto inicial de la glicólisis) y lactato (producto final de la 
glicólisis) de las células tratadas frente a las células sin tratar.  
Células en crecimiento exponencial se sembraron a una densidad de 106 células/pocillo en 
placas de 6 pocillos. Tras un tiempo de 8 horas desde la siembra, el medio se renovó y las 
células se trataron con los compuestos a estudiar durante 8 h. Finalizado el tratamiento, el medio 
de las células se recogió en tubos para su análisis. La medición de los niveles de lactacto y 
glucosa se realizó mediante la utilización de tiras reactivas de BM-Lactato y glucosa Accutrend 
con el analizador Accutrend® Plus (Roche Diagnostics). Después de calibrar el aparato con las 
tiras de calibración adecuadas, la medición de los niveles de lactato y glucosa se realizó acorde 
a las instrucciones de fábrica58. Los resultados se expresaron como porcentaje de lactato 
producido y porcentaje de glucosa consumida en relación a las células sin tratamiento, y se 
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representaron como las medias ± el error estándar de la media (SEM) de tres experimentos 
independientes.  
Estos experimentos se llevaron a cabo siempre con controles positivos (inhibidores 
glicólisis) y con controles negativos (no inhibidores glicólisis). El Anexo I recoge un ejemplo 
representativo de los resultados obtenidos con los controles.  
 
5.14. AÁLISIS DE LA COMBIACIÓ DE FÁRMACOS.   
El objetivo de la combinación de varios fármacos es conseguir un efecto sinérgico por el 
cual se potencia la actividad que muestran los compuestos por separado, consiguiendo el 
incremento de la eficacia del efecto terapéutico de los compuestos, la disminución de los 
posibles efectos adversos, la minimización del desarrollo de resistencias farmacológicas o el 
incremento de la selectividad del efecto hacia una diana específica. Por estos beneficios 
terapéuticos, la combinación de fármacos ha sido muy utilizada en el tratamiento de numerosas 
enfermedades, como el SIDA y el cáncer. Sin embargo, la combinación de fármacos también 
puede producir todo lo contrario: disminución de la eficacia del efecto terapéutico de los 
compuestos, potenciar los efectos adversos o producir resistencias faramacológicas. Estos 
efectos negativos son conocidos como antagonismo. También puede ocurrir lo que se conoce 
como efecto aditivo, que es simplemente una suma de los efectos producidos por los fármacos 
por separado.  
Durante esta tesis se evaluaron diferentes combinaciones de compuestos para intentar 
potenciar el efecto anticanceroso que presentaron estos compuestos por separado. Para poder 
valorar el efecto de la combinación de estos compuestos sobre su actividad citotóxica se utilizó 
el parámetro conocido como Índice de combinación (CI). Este parámetro permite conocer si la 
combinación de dos o más fármacos tiene un efecto sinérgico, aditivo o antagónico de forma 
cuantitativa. El cálculo de CI se realizó con el software Compusyn®, que se basa en el método 
de Chou-Talalay59. Un valor de CI <1 es considerado sinergismo y se representa con 
“+++++” para sinergismo muy fuerte (CI<0.1), “++++” para sinergismo fuerte (CI=0.1-
0.3), “+++” para sinergismo (CI=0.3-0.7), “++” para sinergismo moderado (CI=0.7-0.85) y 
“+” para sinergismo ligero (CI=0.85-0.9).  Un valor de CI entre 0.9 y 1.1 se considera efecto 
aditivo y es indicado con “±”. Un valor de CI >1 es considerado antagonismo y es 
representado por “-” para antagonismo ligero (CI=1.1-1.2), “--”  para antagonismo moderado 
(CI=1.2-1.45), “---” para antagonismo (CI=1.45-3.3), “----” para antagonismo fuerte 
(CI=3.3-10) y “-----” para antagonismo muy fuerte (CI>10). 
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5.15. AÁLISIS ESTADÍSTICO.   
Los resultados obtenidos mediante las distintas técnicas comentadas en los apartados 
anteriores se expresaron como la media de al menos tres experimentos independientes ± el error 
estándar de la media (SEM). Para la determinación de la significación estadística de la 
diferencia entre las medias, se utilizó la prueba de la t de Student (pareada y de dos colas de 
distribución), la cual se calculó mediante el software Microsoft Office 2003. El resultado de esta 
prueba es la obtención del valor P que permite saber si la diferencia entre dos valores es 
estadísticamente significativa o no. Un valor de P >0,05 no es considerado estadísticamente 
significativo y no se representa por ningún símbolo. Un valor de P <0,05 es considerado 
estadísticamente significativo y se representa con un asterisco (*) para un valor entre 0,01-0,05, 
con dos asteriscos (**) para un valor entre 0.001-0.01 y con tres asteriscos (***) para un valor 
<0,001. 
En los ensayos de viabilidad celular y supervivencia los valores comparados fueron las 
diferencias de viabilidad entre las dos líneas celulares tras recibir un tratamiento, a excepción de 
los experimentos con antioxidantes en donde los valores comparados fueron la viabilidad 
celular de células tratadas con el compuesto a estudiar en presencia y ausencia de los 
antioxidantes. En los ensayos de AnexinaV-FITC, daño en el ADN e inhibición de la glicólisis 
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Como se ha comentado en los apartados anteriores, el objetivo principal de esta tesis es la 
búsqueda de nuevos fármacos selectivos para el tratamiento del cáncer de pulmón. Para cumplir 
con este objetivo, esta búsqueda se ha basado en las estrategias terapéuticas selectivas discutidas 
en el apartado de Antecedentes. Estas estrategias son la utilización de los defectos de las células 
cancerosas en proteínas involucradas en las vías de reparación del daño en el ADN, la 
utilización de las alteraciones metabólicas de las células cancerosas y la realización de un 
cribado de compuestos. Estas estrategias están relacionadas entre sí, por lo que no es posible 
clasificar los resultados obtenidos según la estrategia utilizada. Por este motivo, los resultados 
se presentan por compuestos evaluados.  
6.1 EPOXIALQUIL GALACTOPIRAÓSIDOS.  
El ADN contiene numerosos puntos nucleofílicos que lo hacen susceptible al ataque 
químico de moléculas con grupos electrófilos. En esta reacción se basa el mecanismo de acción 
de muchos de los fármacos anticancerosos que dañan el ADN, como es el caso del treosulfan. El 
treosulfan es un fármaco alquilante utilizado en casos de cáncer de ovario avanzado. Se trata de 
un profármaco que en el organismo va dar lugar a un derivado epóxido que será el que tenga 
actividad anticancerosa al inducir daño en el ADN60. Esta generación de daño en el ADN se 
debe al carácter electrófilo del grupo epóxido que se forma durante la activación del treosulfan, 
que será capaz de reaccionar con grupos nucleófilos del ADN como el presente en la base 
nitrogenada guanina. Esta capacidad de generar daño en el ADN también se ha observado en 
otros epóxidos61-64.  
Esta capacidad de los epóxidos para inducir lesiones en el ADN hizo pensar que 
compuestos que presentansen un grupo epóxido en su estructura podrían llegar a tener actividad 
anticancerosa. Por este motivo, durante esta tesis fue evaluada la posible actividad anticancerosa 
de una nueva serie de compuestos sintéticos con un grupo epóxido en su estructura. Estos 
compuestos eran una serie de derivados epoxialquil galactopiranósidos que fueron sintetizados 
por el grupo de investigación de los Drs. José Manuel Vega-Pérez y Fernando Iglesias-Guerra 
de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla49. Los compuestos evaluados fueron los 
siguientes: (2R)-2,3-Epoxipropil 4,6-O-(S)-bencilideno-β-D-galactopiranósido (32), (2S,3S)-
2,3-Epoxidecil 4,6-O-(S)-bencilideno-β-D-galactopiranósido (35) y (2R)-2,3-Epoxi-2-
metilpropil 4,6-O-(S)-bencilideno-β-D-galactopiranósido (37)49. La estructura química de estos 
compuestos se encuentra recogida en la Figura 18.  
En primer lugar se evaluó la posible actividad anticancerosa selectiva frente a células de 
cáncer de pulmón y, posteriormente, se estudió los posibles mecanismos de acción implicados 
en la actividad citotóxica de estos compuestos.  
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Figura 18. Estructura química de los compuestos epoxialquil galactopiranósidos 
evaluados.  
 
6.1.1. Actividad anticancerosa selectiva de epoxialquil galactopiranósidos en células de 
cáncer de pulmón. 
En primer lugar, se evaluó la posible actividad anticancerosa selectividad de estos nuevos 
epoxialquil galactopiranósidos sobre células cancerosas mediante el ensayo de viabilidad celular 
MTT. Se estudió un rango de concentraciones que abarcó desde 10 µM hasta 1 mM de estos 
compuestos en células de cáncer de pulmón A549 y en células normales de pulmón MRC-5. El 
tratamiento se llevó a cabo durante 48 horas, tras las cuales se realizó la técnica MTT y se 
obtuvieron los resultados que se recogen en la Figura 19 y Tabla 3.  




32 556,3 ± 24,7 405,1 ± 38,8 * 
35 209,1 ± 54,2 75,4 ± 25,3 * 
37 334 ± 22,3 160,9 ± 1,3 ** 
Tabla 3. Valores de IC50 de los derivados epoxialquil galactopiranósidos 32, 35 y 37 en 
células MRC-5 y A549 tras 48 horas de tratamiento por el ensayo MTT. 
 
Los tres compuestos demostraron actividad citotóxica, pero solamente los compuestos 35 
y 37 mostraron una mayor actividad citotóxica sobre células cancerosas que sobre células 
normales. El compuesto 32 tuvo una actividad citotóxica similar sobre ambas líneas celulares, 
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aunque su valor de IC50 para células cancerosas fue ligeramente inferior que para células 
normales, siendo 1,3 veces inferior. El compuesto 37 demostró una modesta actividad citotóxica 
selectiva sobre células cancerosas, pero fue el compuesto 35 el que presentó mayor actividad 
citotóxica selectiva desde la concentración más baja ensayada (10 µM) hasta concentraciones 10 
veces superiores (100 µM), con un valor de IC50 2,8 veces menor para las células cancerosas 
que para las células normales. Por este motivo, se escogió el compuesto 35 para la evaluación de 





















Figura 19. Actividad citotóxica de derivados epoxialquil galactopiranósidos 32, 35 y 37 
en células normales MRC-5 y células cancerosas A549 de pulmón. El tiempo de tratamiento fue 
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6.1.2. Epoxialquil galactopiranósidos inducen daño en el AD. 
Como se ha discutido anteriormente, el motivo de escoger estos compuestos epóxidos 
para la evaluación de su actividad anticancerosa fue debido a la posibilidad de generación del 
daño en el ADN. Para evaluar si el efecto citotóxico demostrado por estos compuestos epóxidos 
realmente se debía a la generación de daño en el ADN, se realizó el ensayo cometa. Este ensayo 
utiliza el porcentaje de ADN en la cola y el momento cola como parámetros para medir el daño 
en el ADN. Además, el momento cola también permite un análisis más exhaustivo del daño en 
el ADN al dar información del verdadero porcentaje de células que presentaron daño en el ADN 
y la intensidad del mismo.  
Para la realización del ensayo cometa, células A549 fueron tratadas con 300 µM del 
compuesto 35 durante 4 horas (Figura 20). El compuesto 35 demostró inducir daño en el ADN 
de forma significativa y comparable al daño generado por el control positivo camptotecina (cpt), 
un veneno de topoisomerasa. Aunque solamente el 30% de las células tratadas con el compuesto 
35 presentaron daño en el ADN, este daño fue elevado como se puede observar en la Figura 
20A, en la cual se representa un cometa típico observado con este tratamiento. Estos datos 
confirman que la generación de daño en el ADN contribuye al efecto citotóxico de este nuevo 
compuesto epóxido.  
Las células poseen mecanismos para defenderse del daño generado en el ADN por 
agentes exógenos, como los fármacos anticancerosos, disminuyendo el efecto citotóxico de 
estos compuestos. Sin embargo, también se sabe que ciertos tumores presentan defectos en los 
mecanismos de reparación, pudiéndolos hacer más sensibles al efecto citotóxico de estos 
fármacos que generan daño en el ADN. Por este motivo, se decidió evaluar el posible 
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Figura 20. Estudio del daño en el AD mostrado por el epoxialquil galactopiranósido 35 
mediante ensayo cometa. A) Fotografías representativas de células no tratadas, células 
tratadas con el control positivo camptotecina (CPT), y de células expuestas a 300 µM del 
compuesto 35 durante 4 horas. B) Cuantificación del daño en el AD expresado como 
porcentaje de AD en la cola y como momento cola (longitud de la cola X porcentaje de AD 
en la cola). C) Distribución de las células en diferentes intervalos de valores de momento cola. 
Estos datos corresponden a la media de dos experimentos independientes.  
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6.1.3. La reparación por escisión de nucleótidos participa en la reparación del daño en el 
AD inducido por el epoxialquil galactopiranósido 35.  
Se sabe que los epóxidos son electrófilos que reaccionan con grupos nucleofílicos como 
los presentes en la base nitrogenada guanina que forma parte del ADN, formando una serie de 
aductos que generan daño en el ADN60-64. En la reparación de estos aductos interviene la vía de 
reparación por escisión de nucleótidos (NER)65,66. Esto hizo pensar que el daño en el ADN 
inducido por el epoxilalquil galactopiranósido 35 podría ser reparado por NER. Con el objetivo 
de estudiar la implicación de NER en la reparación del daño inducido por este compuesto, su 
citotoxicidad fue evaluada sobre una serie de líneas celulares deficientes en alguna de las 
proteínas implicadas en NER frente a una línea parental no deficiente en NER mediante el 
ensayo de viabilidad celular MTT. Las líneas celulares fueron expuestas durante 24 h al 
compuesto. Tras este tiempo, las células fueron incubadas durante 48 horas libres del compuesto 
para permitir actuar a NER y reparar los posibles aductos formados. Como se puede observar en 
la Figura 21, el compuesto 35 fue ligeramente más citotóxico, aunque de forma no significativa, 
para las líneas celulares deficientes en NER con unas IC50 (media ± SEM; µM) de 190,4 ± 
14,8; 107,2 ± 50,9 y 92,57 ± 32,8 para las líneas celulares AA8 (NER funcional), UV4 (XPF -/-; 
deficientes en NER) y UV5 (XPD -/-; deficientes en NER) respectivamente. Los valores de 
IC50 del compuesto 35 para ambos tipos de células deficientes en NER demostraron ser 
aproximadamente 2,4 veces menores que el valor de IC50 para las células con NER funcional. 
Esto indica que NER se encuentra implicada en la reparación del daño en el ADN inducido por 
este epoxialquil galactopiranósido. Para comprobar si otras vías de reparación del daño en el 
ADN también se encontraban involucradas en la reparación de las lesiones en el ADN inducidas 
por este epóxido, se midió su citotoxicidad sobre una serie de líneas deficientes en HR, NHEJ y 
BER, frente a sus respectivas líneas celulares parentales (no deficientes) en las mismas 
condiciones que el experimento diseñado para NER. Los resultados obtenidos no mostraron que 
alguna de estas otras vías estuviese implicada en la reparación del daño en el ADN inducido por 
el compuesto 35 (datos no mostrados).  
La implicación de NER en la reparación del daño en el ADN inducido por el compuesto 
35 sugiere que cánceres de pulmón deficientes en NER podrían ser más sensibles al efecto 
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Figura 21. Papel de la vía de reparación por escisión de nucleótidos (ER) en la 
reparación del daño en el AD inducido por el epoxialquil galactopiranósido 35. Células UV5 
(mutadas en XPD; deficientes en ER), células UV4 (mutadas en XPF; deficientes en ER) y 
células AA8 (células parentales; funcionales en ER) fueron expuestas a varias 
concentraciones del compuesto 35 por 24 h y, después de 48 h de recuperación, la viabilidad 
celular fue estimada con el ensayo MTT.  
 
6.1.4. Epoxialquil galactopiranósido 35: formación de EROs e inhibición de la glicólisis.  
Aunque la selectividad citotóxica por células cancerosas mostrada por este compuesto 
podría deberse a la gran inestabilidad genética que presentan estas células, haciéndolas más 
vulnerables a agentes que dañen el ADN en comparación con las células normales, podría ser 
posible que este nuevo compuesto epóxido tuviese otros mecanismos citotóxicos que 
interviniesen en dicha selectividad.  
Las células cancerosas se caracterizan por tener proliferación descontrolada mediante el 
desarrollo de una serie de habilidades4. Entre una de estas habilidades se encuentra la 
reprogramación metabólica para poder soportar la elevada demanda de energía y de precursores 
necesarios para la división celular. Una consecuencia de esta reprogramación metabólica es el 
elevado nivel de estrés oxidativo que las células cancerosas presentan33,36. En los últimos años 
se ha empezado a estudiar este estrés oxidativo como una nueva diana terapéutica selectiva 
contra el cáncer mediante la utilización de agentes prooxidantes que incrementen los niveles de 
EROs a niveles citotóxicos para las células cancerosas pero no para las células normales. Para 
evaluar la posibilidad de la generación de EROs como mecanismo implicado en la citotoxicidad 
selectiva demostrada por el epoxialquil galactopiranósido 35, células A549 fueron pre-
incubadas con una serie de antioxidantes (MnTMPyP, un mimético de la superóxido dismutasa 
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que reduce los niveles de anión superóxido; catalasa, que reduce al peróxido de hidrógeno, y n-
acetilcisteína, que disiminuye los niveles de EROs a través del sistema del glutatión) antes de la 
exposición al compuesto 35. La viabilidad de las células fue testada mediante el ensayo MTT. 
Los resultados obtenidos (Figura 22) sugieren que este compuesto epóxido no esta generando 
EROs o que si las genera, éstas no juegan un papel en el mecanismo de citotoxicidad de este 
compuesto.  
Figura 22. La citotoxicidad del compuesto 35 no es debida a la generación de EROs. 
A549 fueron expuestas al epoxialquil galactopiranósido 35 durante 48 h en presencia o 
ausencia del mimético superóxido dismutasa MnTMPyP (A), de la enzima catalasa (B) y del 
antioxidante n-acetilcisteína (AC) (C), los cuales fueron añadidos previamente una hora antes 
al compuesto 35.  
 
Por otra parte, dentro de la reprogramación metabólica de las células cancerosas, destaca 
su gran dependencia de la glicólisis para poder mantener el estado energético, el aporte de 
macromoléculas para la biosíntesis y el mantenimiento del equilibrio redox necesarios para 
poder soportar esa rápida proliferación que las caracteriza. Por esta razón, se ha empezado a ver 
la glicólisis como una nueva posible diana terapéutica selectiva en el tratamiento del cáncer25. 
En esta búsqueda se ha empezado a evaluar el uso de inhibidores de la glicólisis como la 2-
deoxiglucosa que es un análogo de la glucosa que actúa como un falso sustrato para la 
hexoquinasa, inhibiendo la glicólisis.   
El epoxialquil galactopiranósido 35 contiene dos moléculas de galactosa formando parte 
de su estructura. Se sabe que la galactosa puede ser utilizada por las células para sintetizar 
glucosa. Por ello, se pensó que este compuesto podría actuar como un falso sustrato al igual que 
la 2-deoxiglucosa para la glicólisis, inhibiéndola, lo que contribuiría a la selectividad citotóxica 
por células cancerosas observada en este compuesto. La posible inhibición por el compuesto 35 
A) C) B) 
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fue ensayada mediante la medición de las concentraciones de glucosa (producto inicial de la 
glicólisis) y lactato (producto final de la glicólisis) en células A549 tratadas o no con este 
compuesto durante 8 horas. Los resultados demostraron que este compuesto no indujo la 
inhibición de la glicólisis, al no observarse diferencia entre los niveles de lactato producidos y 
glucosa consumidos de las células tratadas con compuesto 35 y las células sin tratar (Figura 23). 
Esto descarta la inhibición de la glicólisis como uno de los mecanismos de acción de este 
epoxialquil galactopiranósido.  
  
Figura 23. El compuesto 35 no induce inhibición de la glicólisis en células A549. A) 
Porcentaje de producción de lactato y B) porcentaje de consumo de glucosa en células A549 
expuestas 8 h al compuesto 35 y dicloroacteato (control positivo) en relación a las células no 
tratadas.  
 
6.1.5. El epoxialquil galactopiranósido 35 posee actividad anticancerosa selectiva in 
vitro frente a células cancerosas de mama y de melanoma.  
Finalmente, se evaluó si el compuesto 35 presentaba actividad anticancerosa selectiva 
sobre otros tipos de cáncer. Células de cáncer de mama MCF7, células de melanoma UACC-62, 
células de mama no malignas MCF10 y células de piel no malignas VH10 fueron expuestas a 
varias concentraciones del compuesto 35 durante 48 h, tras las cuales se realizó el ensayo MTT 
para la valoración de la viabilidad celular. Este compuesto también demostró actividad 
citotóxica selectiva sobre ambos tipos de células cancerosas (Figura 24). Los valores de IC50 
(media ± SEM; µM) en células MCF10 y MCF7 fueron 111,9 ± 6,1 y 40,0 ± 1,1 (p ˂ 0,01), 
respectivamente; mientras que para células VH10 y UACC-62 fueron 227,8 ± 62,5 y 104,6 ± 
25,9 (p ˃ 0,05), respectivamente. Este compuesto mostró una citotoxicidad selectiva sobre 
células cancerosas de mama similar a la mostrada sobre células cancerosas de pulmón, siendo la 
IC50 2,8 veces menor para las células cancerosas de mama que para las células normales. Sin 
A) B) 
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embargo, la selectividad mostrada sobre células de melanoma fue ligeramente menor, con un 
valor de IC50 2,2 veces menor para las células de melanoma que para las células normales.    
 
Figura 24. Células de cáncer de mama MCF7 y de melanoma UACC-62 son más 
sensibles que células normales de mama MCF10 y piel VH10 a la actividad citotóxica del 
epoxialquil galactopiranósido 35. El tiempo de tratamiento fue de 48 h (ensayo MTT).     
 
La citotoxicidad del compuesto 35 también fue evaluada sobre células de cáncer 
colorrectal HTC116. Estas células fueron expuestas a este compuesto durante 48 h, tras las 
cuales se llevó a cabo el ensayo colorimétrico MTT. Como se puede observar en la Figura 25,  
este compuesto también demostró una actividad citotóxica sobre estas células cancerosas, con 
una IC50 (media ± SEM) de 48,2 µM ± 6,9 µM, que fue similar a la citotoxicidad demostrada 
sobre células de cáncer de mama MCF7.  
Es de destacar que a concentraciones entre 10-30 µM de este compuesto, no demostró 
efecto citóxico sobre las células no malignas ensayadas, mientras que sí mostró tener efecto 
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Figura 25. El epoxialquil galactopiranósido posee actividad citotóxica sobre células de 
cáncer colorrectal HTC116. Tras una exposición de 48 h al compuesto 35, la viabilidad de las 
células HTC116 fue estimada mediante el ensayo MTT.  
 
En conclusión, los epoxialquil galactopiranósidos (32, 35 y 37) demostraron mayor 
actividad citotóxica sobre células de cáncer de pulmón A549 que sobre células no malignas de 
pulmón MRC-5. El compuesto 35 mostró la mayor actividad citotóxica selectiva. Este 
compuesto generó daño en el ADN como uno de sus mecanismos de citotoxicidad, como se 
esperaba debido a la presencia de un grupo epóxido en su estructura. La vía de reparación por 
escisión de nucleótidos (NER) participó en la reparación del daño en el ADN generado por este 
compuesto, por lo que los cánceres con defectos en esta vía de reparación podrían ser más 
sensibles a este compuesto. Por otro parte, la inhibición de la glicólisis y la generación de 
especies reactivas de oxígeno no estuvieron implicadas en la citotoxicidad de este compuesto. 
Este compuesto también mostró ser más citotóxico frente a células de cáncer de mama MCF7 y 
de melanoma UACC-62 que frente a células no malignas MCF10 y VH10. Este epóxido 
también tuvo una marcada actividad citotóxica frente a células HTC116. Estos resultados 
sugieren que el compuesto 35 posee un posible potencial anticanceroso terapéutico sobre 
distintos tipos de cánceres. Es necesaria la realización de estudios in vivo para continuar 
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6.2. AZIRIDIIL GALACTOPIRAÓSIDOS.   
La aziridina, un heterociclo de tres miembros, es un análogo a epóxido con un nitrógeno 
reemplazando al oxígeno. La habilidad del ciclo aziridínico de sufrir apertura nucleofílica ha 
hecho que en química sea ampliamente utilizada para conseguir compuestos nitrogenados, como 
aminas, alcaloides, β-lactamas, antibióticos, etc67,68. Esto hace que la aziridina sea utilizada 
como producto intermedio para la síntesis de numerosos productos con actividad biológica, 
incluyendo antitumorales.  
El grupo aziridinil se encuentra formando parte de la estructura de algunos agentes 
alquilantes como el thiotepa (sulfuro tris (1-aziridinil) fosfina)69 y de compuestos con actividad 
antitumoral como las azinomicinas70. Se sabe que la actividad anticancerosa del thiotepa se debe 
a la reactividad como electrófilo del anillo aziridinil con nucleófilos endógenos como las bases 
nitrogenadas del ADN (especialmente guanina). Sin embargo, se desconoce todavía si este 
compuesto actúa directamente formando entrecruzamientos entre las cadenas del ADN y/o si es 
hidrolizado en el interior celular originando moléculas de aziridina que reaccionan con el ADN, 
formando aductos69. De cualquier manera, thiotepa ha demostrado utilidad en el tratamiento de 
ciertos tipos de cáncer de mama, ovario y vejiga. La participación del grupo aziridinil en la 
actividad anticancerosa de estos compuestos hizo pensar que una nueva serie de derivados 
galactopiranósidos con una aziridina en su estructura podrían tener actividad anticancerosa 
(Figura 26). Estos nuevos compuestos aziridínicos fueron sintetizados a partir de alquil β-D-
galactopiránosidos49,50, empleando las condiciones de Sharpless71, por el grupo de investigación 












  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 199 - 
 
Figura 26. Estructura química de los compuestos galactopiranósidos aziridínicos 
evaluados.  
 
6.2.1. Actividad anticancerosa selectiva de derivados galactopiranósidos aziridínicos.  
El primer objetivo fue estudiar si los nuevos compuestos aziridínicos sintetizados por el 
grupo de los Drs. José M. Vega Pérez y Fernando Iglesias-Guerra. tenían actividad 
anticancerosa selectiva mediante el ensayo de viabilidad celular MTT. Para este fin, células de 
adenocarcinoma de pulmón A549 y células no malignas de pulmón MRC-5 fueron expuestas a 
un amplio rango de concentraciones de los compuestos aziridínicos durante 48 horas. Los 
resultados obtenidos se encuentran recogidos en la Figura 27 y en la Tabla 4. En total fueron 
evaluados doce nuevos derivados galactopiranósidos con un grupo aziridinil en su estructura y 
dos derivados de éstos con el anillo de aziridina abierto.  
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Figura 27. Actividad citotóxica mostrada por derivados galactopiranósidos aziridínicos. 
Células cancerosas A549 (-■-) y células no malignas MRC-5 (-○-) fueron tratadas durante 48 h 
y su viabilidad celular medida mediante el ensayo MTT.   
A) B) C) 
D) E) F) 
G) H) I) 
J) K) L) 
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Los compuestos con mayor citotoxicidad selectiva fueron los compuestos 22, 23, 29 y 49 
(Figuras 27A, 27B, 27F y 27K respectivamente). Aunque los compuestos 23 y 49 presentaron 
mayor citotoxicidad selectiva sobre células cancerosas desde concentraciones más bajas que los 
compuestos 22 y 29, fueron estos últimos los únicos que mantuvieron esta selectividad 
citotóxica hasta concentraciones elevadas.  
Los compuestos 24, 25 y 30 presentaron actividad citotóxica (Figuras 27C, 27D y 27G 
respectivamente), sin embargo, la selectividad mostrada sobre células cancerosas por estos 
compuestos fue muy ligera. Los compuestos 28, 31, 47 y 48 presentaron una menor actividad 
citotóxica que el resto de los compuestos ensayados (Figuras 27E, 27H, 27I y 27J, 
respectivamente). También cabe destacar que los compuestos 51 y 52, que presentaban el anillo 
aziridínico abierto, demostraron ser más citotóxicos (especialmente el compuesto 52) para las 
células normales de pulmón MRC-5 que para las células cancerosas de pulmón A549 (Figura 
28). 
 
Figura 28. Actividad citotóxica mostrada por derivados galactopiranósidos con el grupo 
aziridinil abierto. Las células fueron tratadas durante 48 h (ensayo MTT).  
 
De todos los compuestos ensayados, el 22 fue uno de los compuestos con mayor actividad 
citotóxica selectiva sobre células cancerosas, destacando que esta selectividad fue observada en 
todas las concentraciones ensayadas. Esta selectividad se mantuvo incluso cuando ambas líneas 
celulares fueron expuestas a este compuesto durante 72 horas, siendo la IC50 (media ± SEM): 
˃1000 µM y 121,4 µM ± 5,2 µM para las células normales MRC-5 y células cancerosas A549, 
respectivamente. Por este motivo, se decidió continuar con el compuesto 22, cuyo nombre 
A) B) 
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químico es (2-metil-1-tosilaziridin-2-il)metil-2,3-di-O-benzil-4,6-O-(S)-benzilideno-β-D-












Tabla 4. Valores de IC50 de los derivados aziridinil galactopiranósidos evaluados.  
 
6.2.2. El compuesto 22 induce daño en el AD que es reparado mediante escisión de 
nucleótidos.  
Como se ha comentado anteriormente, el principal mecanismo de acción de los 
compuestos anticancerosos con una aziridina en su estructura, como el thiotepa69, es la 
capacidad que tiene la aziridina para reaccionar con los grupos nucleófilos presentes en el ADN, 
induciendo entrecruzamientos entre las cadenas del ADN o aductos. Se sabe que las células 
tienen mecanismos de reparación que intentan restaurar estas lesiones en el ADN, pudiendo 
llegar a disminuir el efecto citotóxico de estos compuestos. Sin embargo, algunos tipos de 
cánceres presentan defectos en estas vías de reparación, pudiendo llegar a ser más sensibles al 
efecto citotóxico de estos fármacos24.  
Para estudiar la capacidad de generar daño en el ADN del compuesto 22 y los posibles 
mecanismos implicados en la reparación de dicho daño, se utilizaron las células de ovario de 
hámster chino AA8 junto a una serie de líneas derivadas de estas células que presentaban 
deficiencias en alguna de las vías de reparación del daño en el ADN.  
El ensayo cometa fue utilizado para la valoración de la capacidad de inducir daño en el 
ADN por el compuesto 22. Células AA8 fueron expuestas a 50 µM del compuesto 22 durante 4 




22 ˃ 1000 180,8 ± 42,1 - 
23 183,4 ± 19,8 72,8 ± 12,9 ** 
24 311,7 ± 26,8 153,8 ± 10,0 ** 
25 567,3 ± 11,6 388,5 ± 15,6 ** 
28 ˃ 1000 ˃ 1000 - 
29 ˃ 1000 235,0 ± 118,1 - 
30 543,5 ± 32,0 350,9 ± 63,1 * 
31 ˃ 1000 804,1 ± 98,5 - 
47 570,3 ± 45,5 599,1 ± 90,7 - 
48 793,1 ± 20,1 579,8 ± 53,4 - 
49 575,4 ± 31,8 154,6 ± 16,8 *** 
50 ~ 1000 ~ 1000 - 
51 156,8 ± 50,6 492,4 ± 24,7 * 
52 2,2 ± 0,4 15,2 ± 4,0 - 
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horas. Como se puede observar en la Figura 29, aproximadamente el 30% de las células 
presentaron daño en el ADN. Este daño fue de una intensidad media puesto que la mayoría de 
las células que presentaron daño en el ADN, demostraron un moderado valor del parámetro 





















Figura 29. Generación de daño en el AD por el compuesto aziridínico 22 mediante el 
ensayo cometa. A) Aspecto de los núcleos de las células no tratadas, de células tratadas con el 
control positivo camptotecina (CPT) y de células expuestas a 50 µM del compuesto 22 después 
de 4 h de tratamiento. B) Cuantificación del daño en el AD expresado como porcentaje de 
AD en la cola y como momento cola (longitud de la cola X porcentaje de AD en la cola). C) 




     Control CPT, 10 µM, 4h  22, 50 µM, 4h 
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El siguiente objetivo fue la evaluación de los posibles mecanismos de reparación 
implicados en la restauración del daño en el ADN inducido por el compuesto 22. Para cumplir 
con este objetivo, se realizó un ensayo MTT con una serie de líneas celulares deficientes en 
alguna de las vías de reparación del daño en el ADN. Se comparó la viabilidad celular de las 
células deficientes frente a la viabilidad de sus correspondientes células parentales (no 
deficientes) tras la exposición a distintas concentraciones del compuesto 22 durante 24 h. 
Posteriormente, las células fueron incubadas libres del compuesto durante 48 horas para 
permitir la acción de los mecanismos de reparación. Finalmente, la viabilidad celular fue 
medida mediante el ensayo MTT. Las vías HR, NHEJ y BER no estuvieron involucradas en la 
reparación del daño en el ADN inducido por el compuesto 22 (resultados no mostrados). Sin 
embargo, los resultados representados en la Figura 30A muestran que células deficientes en 
NER (UV4 y UV5) fueron más sensibles al efecto citotóxico que células no deficientes (AA8). 
Los valores de IC50 (media ± SEM; µM) fueron 319,1 ± 77,2; 62,1 ± 11,1 y 38,6 ± 6,3 para 
céulas AA8, UV4 y UV5 respectivamente. Estos resultados también fueron observados 
mediante ensayo clonogénico (Figura 30B) cuando células deficientes en NER UV4 y células 
parentales AA8 fueron expuestos 24 h a 10 µM del compuesto 22, dejando 7 días de 
recuperación para la formación de colonias. Estos resultados confirman la implicación de NER 
en la reparación del daño generado por el compuesto 22. Teniendo en cuenta que NER es la vía 
implicada en la reparación de aductos y bucles formados en el ADN y que el grupo aziridinil es 
el responsable de la generación de aductos en el ADN por el fármaco thiotepa, los resultados 
aquí obtenidos sugieren que el compuesto 22 podría inducir daño en el ADN en forma de 
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Figura 30. La vía de reparación por escisión de nucleótidos (ER) está implicada en la 
reparación del daño en el AD por el compuesto 22. A) Células UV5 (mutadas en XPD; 
deficientes en ER), células UV4 (mutadas en XPF; deficientes en ER) y células AA8 (células 
parentales; funcionales en ER) fueron expuestas a varias concentraciones del compuesto 22 
por 24 h, y después de 48 h de recuperación, la viabilidad celular fue estimada con el ensayo 
MTT. B) Porcentaje de supervivencia de células UV4 y AA8 expuestas a 10 µM del compuesto 
22 por 24 h e incubadas 7 días libres de tratamiento (ensayo clonogénico). 
 
6.2.3. Análisis del compuesto 22: formación de EROs e inhibición de la glicólisis.  
Las células cancerosas poseen mayores niveles basales de EROs que las células 
normales33,36. También se ha observado que el estrés oxidativo juega un papel importante en la 
actividad anticancerosa de varios fármacos anticancerosos utilizados en clínica72,73. Por este 
motivo, en los últimos años se ha comenzado a evaluar el uso de agentes prooxidantes para la 
inducción de niveles específicos de EROs hasta niveles citotóxicos en las células cancerosas sin 
alcanzar niveles citotóxicos en las células normales. Para evaluar la posible implicación de la 
generación de EROs como mecanismo implicado en la citotoxicidad selectiva demostrada por el 
compuesto 22, células A549 fueron incubadas 48 horas con el compuesto 22 en presencia o 
ausencia de una serie de antioxidantes (MnTMPyP, catalasa y n-acetilcisteína (NAC)), los 
cuales fueron añadidos una hora antes de la exposición al compuesto 22. Una vez finalizado el 
tratamiento, la viabilidad celular fue medida mediante el ensayo colorimétrico MTT. A 
excepción de NAC, ni catalasa ni el compuesto MnTMPyP demostraron disminuir la 
citotoxicidad inducida por el compuesto 22 (Figura 31). Esta diferencia de prevención de la 
citotoxicidad dependiendo del antioxidante utilizado sugiere que posiblemente la generación de 
EROs no está implicada en el efecto citotóxico del compuesto 22. La disminución del efecto 
citotóxico del compuesto 22 por la presencia de NAC puede ser debida a un mecanismo distinto 
a la acción antioxidante de NAC. Aunque NAC es un antioxidante que ejerce su acción de 
forma directa, mediante su capacidad de atrapar EROs, e indirecta, al funcionar como precursor 
A) B) 
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del glutatión74,75; también puede reaccionar directamente con compuestos tóxicos electrófilos 
azufrados, inactivándolos74. Esta capacidad de NAC para reaccionar con grupos azufrados 
podría explicar la disminución obervada del efecto citotóxico del compuesto 22 en presencia de 
NAC, puesto que este compuesto contiene un grupo tosilato en su estructura.  
 
Figura 31. Papel de la generación de EROs en el mecanismo de citotoxicidad del 
compuesto 22. Células A549 fueron expuestas al compuesto aziridínico 22 durante 48 h en 
presencia o ausencia del mimético superóxido dismutasa MnTMPyP (A), de n-acetilcisteína 
(AC) (B) y de catalasa (C), los cuales fueron añadidos una hora antes al compuesto 35. A 
excepción de AC, los antioxidantes no disminuyeron el efecto citotóxico del compuesto 22.  
 
Por otra parte, se sabe que las células cancerosas dependen en mayor medida de la 
glicólisis para su supervivencia que las células normales, y que la inhibición de la glicólisis 
puede causar efectos anticancerosos selectivos25,26,76. Por este motivo, los inhibidores de la 
glicólisis se están estudiando como posibles compuestos con actividad anticancerosa selectiva. 
Algunos de estos inhibidores de la glicólisis, como la 2-deoxiglucosa, actúan como falsos 
sustratos de algunas de las enzimas claves de la glicólisis. Las dos moléculas de galactosa que 
forman parte de la estructura del compuesto 22 también podrían estar actuando como falsos 
sustratos de las enzimas glicolíticas, ya que se sabe que la galactosa puede ser transformada en 
glucosa para su incorporación en la glicólisis. Esta posible inhibición de la glicólisis por el 
compuesto 22 podría contribuir a la citotoxicidad selectiva sobre células cancerosas mostrada 
por este compuesto. Para evaluar este posible mecanismo, se midieron las concentraciones de 
glucosa (producto inicial de la glicólisis) y lactato (producto final de la glicólisis) en células 
A549 tras un tratamiento de 8 h con el compuesto 22. Sin embargo, los resultados obtenidos 
indican que la actividad glicolítica de las células A549 no se modifica en presencia de este 
A) C) B) 
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compuesto, por lo que la inhibición de la glicólisis no parece estar implicada en el efecto 
citotóxico del compuesto 22 (Figura 32). 
 
Figura 32. El compuesto 22 no induce inhibición de la glicólisis. A) Porcentaje de 
producción de lactato y B) porcentaje de consumo de glucosa en células A549 expuestas 8 h al 
compuesto 22 y dicloroacteato (control positivo) en relación al de las células no tratadas.  
 
6.2.4. Evaluación de la combinación del compuesto aziridínico 22 con 5-fluorouracilo y 
oxaliplatino.  
La quimioterapia es la primera línea terapéutica cuando el cáncer se encuentra en fase 
avanzada. En esta fase, se suelen combinar fármacos anticancerosos para aumentar la eficacia 
del tratamiento. Previamente a esa combinación, es necesario realizar estudios para asegurarse 
que existe efecto sinérgico, o al menos aditivo, en la combinación de estos fármacos, porque de 
lo contrario se estaría produciendo un efecto antagónico, con el consecuente efecto negativo 
sobre el paciente. Por esta razón, la actividad citotóxica del compuesto 22 fue evaluada en 
combinación con oxaliplatino y 5-fluorouracilo (5-FU), dos fármacos anticancerosos utilizados 
en el tratamiento de numerosos tipos de cánceres y que en estos momentos se encuentran en 
ensayos clínicos II/III para su uso en combinación con otros fármacos en el tratamiento del 
cáncer de pulmón77-83 (ver http://clinicaltrials.gov/). Células A549 y MRC-5 fueron tratadas 48 h 
con el compuesto 22, solo o en combinación con 5-FU u oxaliplatino. La viabilidad celular se 
midió mediante el ensayo MTT. Los resultados obtenidos son recogidos en la Figura 33. 
Posteriormente, se utilizó el software Compusyn para el cálculo del parámetro Índice de 
Combinación (CI). El parámetro CI está basado en el método de Chou-Talalay y ofrece una 
definición cuantitativa para el efecto aditivo (CI=1), sinergismo (CI < 1), y antagonismo (CI > 
1)59. La combinación del compuesto 22 con 5-FU u oxaliplatino mostró un efecto sinérgico (CI 
˂ 1) en la citotoxicidad sobre células cancerosas A549. En otras palabras, el compuesto 22 en 
A) B) 
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combinación con 5-FU u oxaliplatino mató más células cancerosas que cuando estos 
compuestos fueron utilizados por separado. La viabilidad celular de las MRC-5 no se vio 


















Figura 33. Actividad citotóxica del compuesto aziridínico 22 en combinación con 5-
fluorouracilo u oxaliplatino. Las células cancerosas A549 y las células normales MRC-5 fueron 
expuestas 48 h al compuesto 22, solo o en combinación con 5-fluorouracilo (5-FU) u 
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6.2.5. El compuesto 22 mata de forma selectiva células cancerosas de mama y células de 
melanoma.  
El compuesto 22 demostró una considerable actividad anticancerosa selectiva frente a 
células de cáncer de pulmón. Para evaluar si esta selectividad podía ser aplicada a otros tipos de 
cáncer, diferentes líneas celulares cancerosas y sus correspondientes líneas celulares no 
malignas fueron expuestas 48 h a distintas concentraciones del compuesto 22. Este compuesto 
mostró actividad anticancerosa selectiva frente a células de cáncer de mama y células de 
melanoma (Figura 34).  
 
Figura 34. El compuesto 22 mostró actividad anticancerosa selectiva frente a células de 
cáncer de mama y células de melanoma. Las células fueron tratadas durante 48 h y la 
viabilidad celular fue medida mediante el ensayo MTT.  
 
En la Figura 34A se puede observar como el compuesto 22 presentó mayor efecto 
citotóxico sobre células de cáncer de mama MCF7 frente a células no malignas de mama 
MCF10 desde las concentraciones más pequeñas ensayadas, con un valor de IC50 (media ± 
SEM; µM) de 11,7 ± 2,0 y 567,1 ± 114,0 respectivamente. Cabe destacar que el valor de IC50 
para células de cáncer de mama fue casi 50 veces menor que para células normales de mama, 
mientras que el compuesto cisplatino (fármaco utilizado en el tratamiento del cáncer de mama) 
no mostró esa elevada selectividad en estas líneas celulares ensayadas (Tabla 5). El compuesto 
22 también demostró una mayor actividad citotóxica sobre células de melanoma UACC-62 que 
sobre células normales de piel VH10 (Figura 34B). Para las células UACC-62, el compuesto 22 
tuvo un valor de IC50 (media ± SEM; µM) de 264,0 ± 66,0  mientras que la viabilidad de las 
células normales VH10 apenas se vio afectada a las concentraciones ensayadas de este 
compuesto.  
A) B) 
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IC50 (media ± SEM; µM)   
Compuesto 
MCF10 MCF7 VH10 UACC-62 
22 567,1 ± 114,0 11,7 ± 2,0 ˃ 1000 264,0 ± 66,0 
Cisplatino 23,1 ± 3,9 25,3 ± 3,1 - - 
5-FU ˂ 0,1 0,1 ± 0,0 ˃ 1000 196,9 ± 190,1 
Tabla 5. Valores de IC50 del compuesto 22 sobre distintas líneas celulares 
cancerosas y no cancerosas.  
 
Finalmente, también se evaluó la actividad citotóxica del compuesto 22 sobre las células 
de cáncer colorrectal HTCC116. Tras un tiempo de exposición de 48 h, la viabilidad celular fue 
medida mediante ensayo MTT. La Figura 35 demuestra que este compuesto también demostró 
actividad citotóxica sobre este tipo de célula cancerosa, con un valor de IC50 (media ± SEM) de 
37, 5 µM ± 16,8 µM.  
Todos estos datos demuestran que el nuevo derivado galactopiránosido 22 posee actividad 
anticancerosa contra diferentes tipos de cáncer, destacando que concentraciones entre 10-320 
µM mostraron actividad citotóxica frente a todas las líneas cancerosas sin que a esas 
concentraciones la viabilidad celular de las células no malignas se viera afectada, a excepción 
de las células normales de mama MCF10, cuya viabilidad estuvo entorno al 75% a las 










Figura 35. El compuesto 22 posee actividad citotóxica sobre células de cáncer 
colorrectal HTC116. Tras una exposición de 48 h al compuesto 22, la viabilidad de células 
HTC116 fue evaluada con el ensayo MTT.  
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En resumen, el compuesto 22, un nuevo derivado galactopiranósido con una aziridina 
formando parte de su estructura, tiene mayor actividad citotóxica frente células de cáncer de 
pulmón A549, mama MCF7 y melanoma UACC-62 que frente a células no malignas de pulmón 
MRC-5, mama MCF10 y piel VH10. El mayor efecto citotóxico lo presentó sobre células de 
cáncer de mama MCF7, con un valor de IC50 entorno a 10 µM; mientras que el menor efecto 
citotóxico lo presentó sobre células normales de piel VH10, cuya viabilidad celular apenas se 
vio afectada por la exposición a este compuesto en las concentraciones ensayadas. Este 
compuesto también demostró una marcada actividad citotóxica sobre células de cáncer 
colorrectal HTC116. A través del ensayo cometa, se observó que este compuesto genera daño en 
el ADN como uno de sus posibles mecanismos de citotoxicidad. Células deficientes en la vía de 
reparación por escisión de nucleótidos (NER) fueron más sensibles al efecto citotóxico de este 
compuesto. Se sabe que ciertos cánceres de pulmón son defectuosos en NER84-86, por lo que 
estos cánceres podrían ser más sensibles al efecto citotóxico de este nuevo compuesto. En el 
mecanismo de citotoxicidad del compuesto 22, la inhibición de la glicólisis y la formación de 
especies reactivas de oxígeno no demostraron estar involucradas. A pesar de la notable actividad 
anticancerosa selectiva in vitro que ha demostrado el compuesto 22, es necesario realizar 
estudios in vivo para continuar evaluando la posible utilidad de este nuevo compuesto en 
terapéutica.  
 
6.3. FEILGLIOXAL.  
El fenilglioxal (FG) es un compuesto 1,2 dicarbonílico conocido por interactuar con 
grupos guanidino, como los que forman parte del aminoácido arginina o la base nitrogenada 
guanina de los ácidos nucleicos. La capacidad que tiene el feniglioxal para reaccionar con la 
guanina de los ácidos nucléicos sugiere que este compuesto podría generar daño en el ADN. La 
generación de daño en el ADN es el mecanismo de acción más común entre los fármacos 
anticancerosos, por lo que hizo pensar que el FG podría tener actividad anticancerosa. Como el 
objetivo principal de esta tesis es la búsqueda de nuevos fármacos más selectivos contra el 
cáncer de pulmón de células no pequeñas, se realizó un ensayo de viabilidad celular para 
comprobar esta posibilidad. Utilizando células normales de pulmón MRC-5 y células de 
adenocarcinoma de pulmón A549 se valoró la posible actividad anticancerosa selectiva de FG 
mediante el ensayo colorimétrico MTT (Figura 6D en el artículo adjunto (Figura 36)). FG 
demostró una actividad anticancerosa selectiva similar a la demostrada por el cisplatino a la 
misma concentración.  
Para evaluar si realmente FG era capaz de generar daño ADN como sugería su estructura, 
se realizó el ensayo cometa y el ensayo inmunocitoquímico de formación de focos de γH2AX 
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(un marcador de daño en el ADN). Como se puede observar en las Figuras 2 y 3 del artículo 
adjunto (Figuras 37 y 38), el FG demostró inducir daño en el ADN en las concentraciones 
ensayadas y desde tiempos muy cortos de incubación (2 horas). Este daño fue observado en 
ambos tipos de ensayos, confirmando que el FG es capaz de generar daño en el ADN. Se sabe 
que FG y otros compuestos dicarbonílicos son capaces de inactivar directamente a la glutatión 
peroxidasa, una de las más importantes enzimas antioxidantes, causando un incremento de la 
producción de H2O2 intracelular
87, el cual se sabe que puede inducir daño en el ADN. Sin 
embargo, el daño en el ADN inducido por FG no fue debido a la generación de H2O2, puesto 
que el tratamiento de las células con catalasa no disminuyó el daño en el ADN inducido por 
fenilglyoxal.  
Varios fármacos anticancerosos generan daño en el ADN como su mecanismo de acción. 
Un ejemplo son los venenos de topoisomerasas, como irinotecán y etopósido, que actúan 
estabilizando los complejos topoisomerasa-ADN que se forman durante el ciclo catalítico de 
estas enzimas88,89. Las enzimas topoisomerasas (topo) son enzimas necesarias para el 
desenrollamiento del ADN durante la replicación, transcripción y recombinación, mediante la 
formación de complejos reversibles con el ADN. Cuando estos complejos ADN-topo son 
estabilizados por un veneno de topoisomerasa, se van a generar roturas de cadena simple o 
doble del ADN que pueden desencadenar la muerte celular. Algunos compuestos dicarbonílicos 
también han sido asociados con la capacidad de actuar como venenos de la topoisomerasa, bien 
de forma directa, como el clerocidin90, o bien al inducir de forma indirecta la producción de 
H2O2
87. El FG es un compuesto dicarbonílico por lo que también podría estar actuando sobre las 
topoisomerasas (topos), siendo el posible mecanismo responsable de la generación de daño en el 
ADN por este compuesto. Mediante la técnica TARDIS, se evaluó la posible actividad de FG 
sobre las topos. FG demostró ser capaz de inducir complejos ADN-topo I o topo II en las 
células que fueron expuestas a altas concentraciones de FG (Figura 4 en el artículo adjunto 
(Figura 39)). Estos complejos solamente pudieron ser observados cuando el tiempo de 
exposición fue largo (24h). Cabe destacar que la presencia de catalasa evitó la formación de 
estos complejos, indicando la participación del H2O2 en la formación de dichos complejos por 
FG.  
Estudios recientes han observado que las topos juegan un papel importante en la 
fragmentación del ADN durante la apoptosis91,92. Para descartar si los complejos observados de 
ADN-topo tras el tratamiento con FG se debían a un envenenamiento de las topos o al 
desencadenamiento de apoptosis, se realizó citometría de flujo usando el kit de Anexina V-
FITC. Con este ensayo se observó que FG inducía apoptosis (Figuras 6A y 6B en el artículo 
adjunto (Figura 36)) a los tiempos de exposición y concentraciones en las que se observaron 
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complejos ADN-topo, indicando que estos complejos se debían principalmente al proceso de 
apoptosis.  
Con el objetivo de estudiar el tipo de daño en el ADN que estaba siendo generado por FG, 
su citotoxicidad fue evaluada sobre una serie de líneas celulares deficientes en algunas de las 
vías de reparación del daño genético (Figura 5 en el artículo adjunto (Figura 40)). Células 
deficientes en NER, NHEJ o HR demostraron ser más sensibles a FG que sus respectivas 
células control (no deficientes). La participación de NER en la reparación de la lesión inducida 
por FG sugiere que este compuesto puede inducir distorsiones en forma de bucle del ADN. 
Mientras que la participación de NHEJ o HR en la reparación del daño por FG, junto con la 
formación de focos de γH2AX (comentada anteriormente) sugieren que el FG induce roturas de 
doble cadena ya que estas dos vías de reparación son la defensa principal contra roturas de doble 
cadena y la H2AX es una histona encargada de señalizar las lesiones de roturas de doble cadena 
para su reparación. Estos resultados sugieren que la formación de roturas de doble cadena juega 
un papel fundamental en la citotoxicidad del fenilglioxal.  
Anteriormente se comentó que la generación de H2O2 por FG era responsable de la 
formación de complejos ADN-topo. Para comprobar si H2O2 jugaba un papel en la citotoxicidad 
de FG, células cancerosas fueron expuestas a FG en presencia o ausencia de catalasa. Esta 
enzima demostró reducir parcialmente la citotoxicidad inducida por FG (Figura 6C en el 
artículo adjunto (Figura 36), indicando que H2O2 participa en la actividad citotóxica de FG. 
Resumiendo, FG tiene actividad anticancerosa in vitro contra el cáncer de pulmón. Esta 
actividad es mediada, al menos en parte, por la inducción de lesiones en el ADN y por la 
generación de H2O2. Por otra parte, esta actividad anticancerosa podría ser más marcada en 
cánceres con deficiencias en las vías de reparación involucradas en la reparación del daño en el 
ADN generado por FG. Sin embargo, es necesaria la realización de estudios in vivo en animales 
para poder evaluar el posible potencial anticanceroso de FG en cáncer de pulmón.  
La capacidad para dañar el ADN del FG y su actividad anticancerosa selectiva han sido 
recogidas en el artículo titulado Guanidine-reactive agent phenylglyoxal induces DA damage 
and cancer cell death que se encuentra publicado en Pharmacological Reports (2012) y es 
adjuntado a continuación para mayor detalle de los datos comentados anteriormente.   
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6.4. EXTRACTO ACUOSO DE TÉ VERDE Y SUS PRICIPALES COMPOETES.  
El té verde, obtenido a partir de las hojas secas de Camellia sinensis, es una de las bebidas 
más populares a nivel mundial. Tanto el té verde como su principal componente, la 
epigalocatequina-3-galato (EGCG) han demostrado tener efecto anticanceroso en numerosos 
modelos in vitro e in vivo y se encuentran en ensayos clínicos para la prevención y el 
tratamiento de determinados tipos de cáncer93-96. La EGCG es un éster formado por la 
condensación de epigalocatequina con ácido gálico (AG). La epigalocatequina y el AG tienen 
en común la presencia de pirogalol (PG) en su estructura (Figura 41). 
Figura 41. Estructura química de epigalocatequina-3-galato, ácido gálico y pirogalol.  
 
 En ensayos previos, tanto EGCG como AG han demostrado tener efectos citotóxicos por 
la formación de H2O2 en células de leucemia K562, siendo su principal mecanismo citotóxico 
pero no el único53. Esta generación de H2O2 es debida a la molécula de PG que contienen en su 
estructura tanto EGCG como AC, al ser capaz de autoxidarse97 y que también ha demostrado 
actividad citotóxica53. Esta generación de H2O2 demostrada por los componentes del té verde 
podría explicar la posible actividad anticancerosa del té verde95,96. Se sabe que las células 
cancerosas poseen mayores niveles basales de EROS que las células normales. Un aporte 
exógeno de EROs mediante un agente prooxidante, como el té verde o sus componentes, podría 
aumentar los niveles de EROs hasta niveles citotóxicos en las células cancerosas, sin que se 
llegasen a afectar las células normales. Durante esta tesis, se evaluó esta posible actividad 
anticancerosa selectiva del té verde y de sus principales componentes. Mediante el ensayo MTT 
se evaluó la viabilidad celular de células cancerosas de pulmón A549 y células normales de 
pulmón MRC-5 tras la exposición a un amplio rango de concentraciones de un extracto de té 
verde durante 48 h. También se evaluó la actividad citotóxica del ácido gálico y pirogalol, que 
son las dos moléculas responsables de la generación de H2O2 por el principal componente del té 
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verde, la EGCG. Tanto el extracto acuoso de té verde, como el AG y el PG demostraron tener 
mayor actividad citotóxica frente a células cancerosas que frente a células normales (Figura 42), 
siendo sus valores de IC50 en células cancerosas 2, 3 y 4 veces menores que en las células 






















Figura 42. Evaluación de la citotoxicidad sobre células normales y cancerosas de pulmón 
de un extracto acuoso de té verde, ácido gálico (AG) y pirogalol (PG). Células no malignas de 
pulmón MRC-5 y células de adenocarcinoma de pulmón A549 fueron expuestas a té verde (A), 
AG (B) y PG (C) durante 48 h. Finalizado el tratamiento, se utilizó el ensayo MTT para la 
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Té verde 130,5 ± 44,6 61,6 ± 4,1 - 
AG 103,4 ± 27,8 32,4 ± 5,6 - 
PG 150,6 ± 8,4 32,7 ± 3,7 *** 
Tabla 6. Valores de IC50 (media ± SEM) que presentaron un extracto acuoso de té verde, 
AG y PG en células MRC-5 y A549 tras una exposición de 48 h. Los valores están expresados 
en µg/ml para el caso del té verde y en µM para el caso de AG y PG.  
 
Existen datos que sugieren que esta citotoxicidad selectiva sobre células cancerosas se 
debe a la generación de H2O2 por estos compuestos
53. Se sabe que entre los efectos citotóxicos 
generados por H2O2, se encuentra la generación de lesiones en el ADN. Tanto PG como AG 
generan daño en el ADN debido a la generación de estrés oxidativo98-100. Sin embargo, se 
desconoce las vías de reparación implicadas en la reparación del daño en el ADN generado por 
estos compuestos. Con el objetivo de conocer los mecanismos de reparación de las lesiones en 
el ADN inducidas por PG, se realizó un ensayo MTT con una serie de líneas celulares 
deficientes en alguna de las vías de reparación del daño en el ADN. Se comparó la viabilidad 
celular de las células deficientes frente a la viabilidad de sus correspondientes células parentales 
(no deficientes) tras la exposición a distintas concentraciones de PG durante 48 h (Figura 43 y 
Tabla 7). Células deficientes en FA y HR demostraron ser bastante más sensibles al efecto 
citotóxico de PG que las células no deficientes en estas vías, mientras que células deficientes en 
NHEJ demostraron ser ligeramente más sensibles al efecto citotóxico de PG. Células deficientes 
en BER mostraron la misma sensibilidad a PG que sus correspondientes células no deficientes. 
Se sabe que BER es una de las vías implicadas en la reparación del daño oxidativo en el ADN. 
Esta vía se encarga de reparar las bases oxidadas y las roturas de cadena simple del ADN 
generadas por H2O2 a bajas concentraciones. Sin embargo, este tipo de lesiones no son las 
principales responsables de la muerte celular inducida por H2O2, sino que son las roturas de 
doble cadena que ésta genera a altas concentraciones las que inducen la muerte celular101-103. Las 
vías encargadas en la reparación de las roturas de doble cadena son la NHEJ y la HR. Esto 
podría explicar los resultados observados con PG. Las células deficientes en BER no mostraron 
mayor sensibilidad a PG posiblemente por tener funcionales la HR y la NHEJ. Por otra parte, se 
sabe que la NHEJ puede participar en la reparación del daño en el ADN en cualquiera de las 
fases del ciclo celular, pero principalmente en la fase G1; mientras que la HR está activa durante 
las fases S y G2. Las líneas celulares utilizadas en este experimento presentan un elevado ritmo 
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de división, por lo que la vía de reparación principal en funcionamiento es la HR. Todo esto 
podría explicar el por qué las células deficiente en NHEJ fueron menos sensibles a PG que las 
líneas deficientes en HR. La sensibilidad de células deficientes a FA podría deberse a la 
implicación de esta vía en la activación de la HR104. La importancia de la implicación de estas 
vías radica en la existencia de determinados tipos de cánceres que son deficientes en las vías de 
reparación del daño en el ADN. PG o compuestos que lo contengan en su estructura podrían ser 
más citotóxicos para cánceres deficientes en las vías involucradas en la reparación del daño 
generado por estos compuestos, especialmente en aquellos tipos de cánceres deficientes en HR.  
 
Figura 43. Evaluación de las vías implicadas en la reparación del daño en el AD 
inducido por PG. Líneas deficientes en BER (A), FA (B), HEJ (C) y HR (D) junto a sus 
respectivas líneas parentales fueron expuestas 48 h a distintas concentraciones de pirogalol. 
Finalizado el tratamiento, se realizó el ensayo MTT para poder obtener los valores de 
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BER  450,9 ± 47,5 496,4 ± 12,3 - 
FA 341,7 ± 49,0 156,4 ± 10,6 * 
HEJ 521,2 ± 45,2 318,8 ± 27,7 - 
HR 301,7 ± 54,3 74,6 ± 2,6 - 
Tabla 7. Valores de IC50 (media ± SEM; µM) obtenidos en las diferentes líneas celulares 
tras un tratamiento de 48 h con pirogalol.  
En resumen, té verde y sus principales compuestos tienen potencial anticanceroso 
selectivo in vitro frente células de cáncer de pulmón, dato que apoya los ensayos clínicos de 
cáncer de pulmón ya iniciados con estos compuestos.  
Cabe destacar que parte de los datos comentados en este apartado se encuentran 
publicados en el artículo titulado Green tea constituents (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 
and gallic acid induce topoisomerase I– and topoisomerase II–DA complexes in cells 
mediated by pyrogallol-induced hydrogen peroxide, el cual se encuentra publicado en la revista 
Mutagenesis (2011).  
 
6.5. ÁCIDO CLOROGÉICO.  
El café, obtenido de las semillas de varias especies del género Coffea, es una de las 
bebidas más consumidas en el mundo debido a sus propiedades estimulantes del sistema 
nervioso central. El café ha sido asociado a numerosos efectos beneficiosos para la salud debido 
a su contenido en compuestos antioxidantes, incluyendo la prevención de diabetes tipo 2, 
enfermedad del Parkinson y algunos tipos de cáncer105,106. Sin embargo, el café también se ha 
asociado con un incremento del estrés oxidativo, aumentando el riesgo de enfermedades 
crónicas como enfermedades cardiovasculares105,106. Este incremento del estrés oxidativo se 
debe a la capacidad de autooxidación de los componentes del café o a su oxidación durante el 
tostado de las semillas97,107-109. Hegele y cols.109 demostraron que diferentes muestras de café 
tuvieron actividad citotóxica sobre células de endotelio de aorta, que fue principalmente debida 
a la generación de peróxido de hidrógeno por los componentes del café. Esta capacidad 
demostrada por el café para generar estrés oxidativo podría tener propiedades anticancerosas 
selectivas. Las células tumorales tienen niveles basales elevados de EROs33. Se piensa que un 
aporte exógeno controlado de EROs podría aumentar los niveles de EROs en las células 
cancerosas hasta niveles citotóxicos sin que se llegara a alcanzar niveles citotóxicos para células 
no malignas. En este aporte exógeno se basan los estudios sobre el posible uso de agentes 
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prooxidantes en la terapia del cáncer y es una de las estrategias seguidas en esta tesis para la 
búsqueda de nuevos fármacos más selectivos para el tratamiento del cáncer de pulmón.  
Para comprobar la posible actividad anticancerosa selectiva del café, células de cáncer de 
pulmón A549 y células normales de pulmón MRC-5 fueron expuestas a distintas 
concentraciones de café soluble comercial y café verde soluble comercial durante 48 horas. La 
viabilidad celular tras este tiempo de incubación fue medida mediante el ensayo MTT. Ambos 
tipos de café demostraron un ligero mayor efecto citotóxico sobre células cancerosas que sobre 
las células normales (Figura 44), con un valor de IC50 dos veces menor para las células 
cancerosas en ambos tipos de café. Estos valores de IC50 (media ± SEM; µg/ml) fueron, 
respectivamente, para las células normales MRC-5 y las células cancerosas A549: 469,9 ± 82,7 
y 211,8 ± 33,6 en el caso del café normal; y 987,0 ± 193,8 y 508,1 ± 13,1 en el caso del café 
verde.   
 
Figura 44. Evaluación de la citotoxicidad sobre células normales y cancerosas de pulmón 
de café y café verde solubles comerciales. Células no malignas de pulmón MRC-5 y células de 
adenocarcinoma de pulmón A549 fueron expuestas a café (A) y café verde (B) durante 48 h. 
Tras dicho tiempo, la viabilidad celular fue obtenida mediante el ensayo MTT. 
 
Como se ha comentado anteriormente, esta selectividad frente a células cancerosas puede 
deberse a la generación de EROs por parte de los compuestos que componen el café y que son 
los responsables de su efecto citotóxico97,109. De entre los posibles compuestos responsables de 
este efecto citotóxico del café, uno de ellos puede ser el ácido clorogénico. El ácido clorogénico 
(ACG) es un éster formado por el ácido caféico y el ácido quínico (Figura 45). Aunque el ACG 
se encuentra distribuido en numerosos alimentos de origen vegetal, es el café la principal fuente 
A) B) 
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de este ácido en la dieta. Las propiedades antioxidantes del ACG son muy conocidas110. Sin 
embargo, se sabe que también puede actuar como prooxidante generando EROs, dependiendo 
de su concentración111. Esta capacidad de actuar como prooxidante puede otorgar un efecto 






Figura 45. Estructura química del ácido clorogénico. 
 
En primer lugar, para comprobar el posible efecto citotóxico de ACG, células de leucemia 
K562 fueron expuestas a distintas concentraciones de este compuesto y su viabilidad celular fue 
medida mediante la técnica XTT, demostrando que ACG ejerció efecto citotóxico en estas 
células. Dicho efecto fue casi totalmente eliminado cuando las células fueron tratadas al mismo 
tiempo con catalasa, demostrando que la generación de EROs, concretamente de peróxido de 








Figura 46. Papel de la generación de EROs en el mecanismo de citotoxicidad del ácido 
clorogénico. Células K562 fueron expuestas a ácido clorogénico durante 5 días en presencia o 
ausencia de catalasa (añadida una hora antes que el ácido clorogénico). La viabilidad celular 
fue medida mediante el ensayo XTT.  
 
Teniendo en cuenta que el objetivo principal de esta tesis es la búsqueda de nuevos 
compuestos selectivos para el tratamiento del cáncer de pulmón, se decidió evaluar el posible 
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potencial anticanceroso selectivo del ACG en un ensayo in vitro de cáncer de pulmón. Células 
no malignas de pulmón MRC-5 y células cancerosas de pulmón A549 fueron expuestas a un 
rango de concentraciones de ACG durante 48 h. La viabilidad celular se evaluó mediante la 
técnica MTT. Los resultados obtenidos (Figura 47) demuestran que concentraciones específicas 
de ACG fueron más citotóxicas para células cancerosas, destacando la concentración de 1 mM 
que disminuyó la viabilidad celular de las células cancerosas hasta casi un 1%, sin que la 
viabilidad de las células no malignas se viese afectada. Los valores de IC50 (medias ± SEM; 








Figura 47. El ácido clorogénico mostró mayor actividad citotóxica sobre células de 
cáncer de pulmón que sobre células normales de pulmón. Las células fueron tratadas durante 
48 h y la viabilidad celular fue medida mediante el ensayo MTT. 
 
Esta selectividad mostrada por ACG podría deberse a la generación de H2O2, principal 
responsable de su efecto citotóxico. El aporte exógeno de H2O2 generado por ACG elevaría los 
niveles de EROs traspasando el umbral tolerado de las células cancerosas, desencadenando la 
muerte celular. Las células normales no se verían afectadas por este aporte exógeno de H2O2, al 
tener niveles basales de EROs más bajos.  
Se sabe que entre los efectos citotóxicos inducidos por las EROs se encuentra la 
generación de daño en el ADN112. Para evaluar si la generación de daño en el ADN también 
participaba en el mecanismo citotóxico de ACG, se realizó el ensayo cometa. Las células fueron 
expuestas a varias concentraciones de ACG (0.5, 1 y 5 mM) y a diferentes tiempos de 
exposición (2 y 24 h). Los resultados que se obtuvieron (Figura 48) demostraron que 
aproximadamente el 20% de las células tratadas con ACG presentaron daño en el ADN, a 
excepción de la concentración más elevada ensayada (5 mM) que mostró elevados niveles de 
daño en el ADN tras un tiempo de exposición de 24 h debido al elevado efecto citotóxico a esta 
concentración. Para confirmar el daño en el ADN inducido por ACG, se realizó el ensayo de 
inmunofluorescencia de focos γH2AX (Figura 49). Con este ensayo se observó que células 
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tratadas durante 2 horas con 0,5 mM de ACG mostraron un incremento en la formación de focos 
γH2AX, que es un indicativo de daño en el ADN, confirmándose que ACG es capaz de inducir 






















Figura 48. Evaluación del daño en el AD inducido por el ácido clorogénico (ACG) en 
células K562. A) Fotografías representativas de células sin tratamiento, células tratadas con 
H2O2 (control positivo), y células expuestas a diferentes concentraciones de ACG. B) 
Cuantificación del daño en el AD expresado como el porcentaje del AD en la cola y el 
parámetro momento cola. C) Representación del momento cola por intervalo de valores frente 
al porcentaje de células. 
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Figura 49. Evaluación del daño en el AD inducido por el ácido clorogénico (ACG) en 
células K562 y células AA8 mediante la técnica de inmunofluorescencia de focos de γH2AX. A) 
Fotografías representativas de células sin tratamiento, células irradiadas con rayos X (control 
positivo) y células expuestas a 0,5 mM de ACG durante 2 horas. B) Cuantificación del número 
de focos de γH2AX que presentaron células AA8 sin tratamiento (control) y células expuestas a 
rayos X (4 Gy) o a ACG (0,5 mM). 
 
Se sabe que el H2O2, es capaz de inducir daño en el ADN a través de la estabilización de 
los complejos de ADN-topoisomerasa que se forman durante los procesos biológicos de 
replicación, transcripción o recombinación112. Debido a que ACG genera H2O2, el siguiente 
paso fue la evaluación de la formación de complejos de rotura ADN-topo como posible 
mecanismo de la generación del daño inducido por ACG y la implicación de la generación de 
H2O2. Para ello se realizó el ensayo TARDIS (Figura 50) después de la exposición de las células 
a 1 y 5 mM de ACG durante 2 y 24 h. Solamente la exposición a 5 mM de ACG durante 24 h 








2h,  0.5 mM 
DAPI γ-H2AX DAPI γ-H2AX 
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detectar con el pretratamiento con catalasa, indicando la participación de la generación de H2O2 
por ACG en la formación de estos complejos ADN-topo.  
 
Figura 50. Ácido clorogénico induce complejos AD-topoisomerasas en células K562 
mediado por peróxido de hidrógeno (ensayo TARDIS). Los valores de fluorescencia integrada 
(unidades arbitrarias), indicando los niveles de complejos AD-topoisomerasa I (A) y 
complejos AD-topoisomerasa II (B), han sido cuantificados y presentados en células 
individuales. Catalasa fue añadida media hora antes que el ácido clorogénico. Como controles 
positivos fueron utilizados camptotecina (cpt) y etopósido (etop).  
 
En los últimos años, se ha demostrado que las topoisomerasas juegan un papel importante 
en la fragmentación del ADN durante la ejecución de la apoptosis91,92. Para comprobar si los 
complejos ADN-topo observados a altas concentraciones de ACG y elevado tiempo de 
exposición se debían principalmente a la inducción de apoptosis por ACG, se realizó un ensayo 
de citometría de flujo con un kit de Annexina V-FITC. Este ensayo demostró que ACG indujo 
principalmente muerte celular por apoptosis a las mismas concentraciones y tiempo de 
exposición en las que se observaron los complejos ADN-topo (Figura 51). Estos resultados 
sugieren que la inducción de apoptosis es la principal responsable de la formación de elevados 
niveles de complejos ADN-topos tras tiempo de exposición prolongados a ACG.  
La importancia del efecto anticanceroso selectivo observado por ACG queda reducida 
debido a que este efecto se ha conseguido a elevadas concentraciones, que normalmente no se 
consiguen alcanzar debido a la baja biodisponibilidad de ACG por vía oral. Este problema 
A) B) 
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podría intentar resolverse mediante su administración mediante una infusión intravenosa o con 








Figura 51. Inducción de muerte de células cancerosas por el ácido clorogénico. Células 
K562 fueron tratadas durante 24 h con ácido clorogénico o curcumina (control positivo). El 
porcentaje de células viables, células apoptóticas y células necróticas fue medido mediante 
citometría de flujo con el kit de Anexina V-FITC.  
 
Resumiendo, ACG genera daño en el ADN y complejos ADN-topoisomerasas debido a su 
capacidad para generar peróxido de hidrógeno. Esta generación de H2O2 es la principal 
responsable del efecto citotóxico de ACG, que en concentraciones específicas induce muerte 
selectiva de células de cáncer de pulmón, sin apenas afectar la viabilidad de células normales de 
pulmón. Sin embargo, es necesario resolver el problema de biodisponibilidad de ACG para que 
pueda ser utilizado como un nuevo fármaco anticanceroso.  
Los resultados comentados anteriormente son fruto de la colaboración con la doctoranda 
Estefanía Burgos Morón. Estos resultados forman parte de la publicación titulada The Coffee 
Constituent Chlorogenic Acid Induces Cellular DA Damage and Formation of Topoisomerase 
I− and II−DA Complexes in Cells, que se encuentra publicada en la revista Journal of 
Agricultural and Food Chemistry (2012).  
 
6.6. ALQUILÉTERES DE HIDROXITIROSILO.   
Estudios epidemiológicos han sugerido que la dieta Mediterránea puede reducir el riesgo 
de desarrollar determinadas patologías degenerativas, tales como enfermedades 
cardiovasculares y cáncer113-115. El aceite de oliva es la principal fuente de grasas en la dieta 
Mediterránea y ha sido asociado a numerosas propiedades beneficiosas para la salud, atribuidas 
a su alto contenido en ácidos grasos monoinsaturados y compuestos polifenólicos116-118. De entre 
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los compuestos polifenólicos presentes en el aceite de oliva, destaca el 3,4-dihidroxifeniletanol 
(hidroxitirosol) por la gran variedad de actividades farmacológicas que posee119-121. Este 
compuesto también posee un posible potencial quimiopreventivo y quimioterapéutico contra el 
cáncer en estudios in vitro e in vivo122-126. Este efecto anticanceroso del hidroxitirosol (HTY) ha 
sido asociado con su capacidad de actuar como antioxidante o prooxidante dependiendo de su 
concentración119,124,127-129. Esta capacidad del HTY de actuar como un agente prooxidante fue el 
motivo de su estudio durante esta tesis, cuyo objetivo principal es la búsqueda de nuevos 
compuestos con mayor actividad anticancerosa selectiva para el tratamiento del cáncer de 
pulmón, siguiendo una serie de estrategias entre las que se encuentra el uso de agentes 
prooxidantes. Para comprobar esta posible actividad anticancerosa selectiva del HTY, se realizó 
el ensayo colorimétrico MTT sobre un modelo in vitro de cáncer de pulmón, utilizando células 
normales de pulmón MRC-5 y células cancerosas de pulmón A549. Junto al HTY, también se 
evaluó la actividad de una nueva serie de derivados alquiléteres de HTY que fueron sintetizados 
por el grupo del Dr. José Luis Espartero Sánchez46. La síntesis de estos nuevos derivados del 
HTY tuvo el objetivo de aumentar la lipofilia del HTY, para intentar aumentar su absorción y, 
por tanto, su actividad. Los resultados obtenidos junto con el posible mecanismo de acción de 
estos compuestos se encuentran recogidos en el artículo titulado Selective cytotoxic activity of 
new lipophilic hydroxytyrosol alkyl ether derivatives, el cual se encuentra publicado en la 
revista Journal of Agricultural and Food Chemistry (2013). Este artículo se comenta y adjunta a 
continuación.  
Tanto HTY como sus nuevos derivados alquiléteres indujeron una mayor citotoxicidad 
sobre células cancerosas A549 que sobre células normales MRC-5, observándose una relación 
directa entre la naturaleza lipofílica de los compuestos y su actividad citotóxica; a mayor 
lipofilia, mayor fue la actividad citotóxica (Figura 2 artículo adjunto (Figura 52)). La 
selectividad mostrada por estos compuestos fue menor que la observada por el fármaco 
anticanceroso 5-fluorouracilo (5-FU). Sin embargo, cabe destacar que algunos de los nuevos 
derivados de HTY presentaron mayor potencia citotóxica sobre las células A549 que 5-FU. 
Aunque 5-FU disminuye la viabilidad celular de las células A549 de forma muy rápida desde 
concentraciones muy pequeñas (en rango de µM), es necesaria la utilización de elevadas 
concentraciones para poder disminuir de forma drástica la viabilidad celular de las células 
cancerosas. Concretamente, 5-FU necesitó una concentración de 1 mM para poder alcanzar una 
viabilidad celular en A549 del ~30%; mientras que esta misma viabilidad fue conseguida con 
algunos de los derivados del HTY, como el  derivado dodeciléter (HTDE), a concentraciones 
casi 30 veces más pequeñas, que en el caso de HTDE fue de 32 µM, con el mismo efecto 
citotóxico sobre la viabilidad celular de las células normales MRC-5 (~80%) que el 5-FU.   
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De todos los derivados de HTY, fue el HTDE el que presentó mayor actividad citotóxica 
selectiva. Por este motivo, se escogió este compuesto para el estudio de los posibles 
mecanismos implicados en la actividad citotóxica selectiva de estos compuestos.  
Como se ha comentado anteriormente HTY actúa como agente prooxidante, generando 
estrés oxidativo como uno de los mecanismos responsables de su efecto citotóxico124,127. Para 
evaluar si el HTDE seguía conservando esta propiedad prooxidante del HTY, células A549 
fueron tratadas con HTDE en presencia o ausencia de MnTMPyP (mimético de la superóxido 
dismutasa). En la Figura 3C del artículo adjunto (Figura 53) se puede observar como MnTMPyP 
redujo la actividad citotóxica de HTDE, por tanto, sugiere que la formación de EROs juega un 
papel importante en la actividad citotóxica de este compuesto.  
Anteriormente se comentó que las células cancerosas tienen elevados niveles basales de 
EROs. Para poder mantener estos niveles dentro de niveles no citotóxicos, las células 
cancerosas han desarrollado una serie de mecanismos entre los que se incluye una activación 
continuada de la glicólisis, la cual también es necesaria para poder aportar los elevados niveles 
de energía y macromoléculas requeridos para el ritmo de proliferación descontrolado que 
presentan las células cancerosas. Por este motivo, en los últimos años se ha empezado a evaluar 
la inhibición de la glicólisis como una nueva estrategia terapéutica contra el cáncer25,76. Para 
poder valorar si en la actividad anticancerosa selectiva de HTDE podría estar implicada una 
inhibición de la glicólisis, células A549 fueron tratadas con este compuesto durante 8 h, y 
posteriormente se midió la producción de lactato (producto final de la glicólisis) y el consumo 
de glucosa (producto de partida de la glicólisis). Aunque HTDE demostró una producción de 
lactato y un consumo de glucosa ligeramente menor que las células no tratadas (Figuras 3A y 
3B del artículo adjunto (Figura 53), esta ligera inhibición de la glicólisis no parece ser la 
responsable del efecto citotóxico selectivo demostrado por este compuesto.  
Por otra parte, es conocido que el estrés oxidativo puede causar daño en el ADN. 
Teniendo en cuenta la capacidad de generar estrés oxidativo por HTDE y que la generación de 
daño en el ADN es el mecanismo principal de la mayoría de los fármacos anticancerosos 
actuales, se valoró la posible implicación de la generación de daño en el ADN en el efecto 
citotóxico de HTDE. Con este objetivo se realizó el ensayo cometa en células A549 que habían 
sido expuestas a distintas concentraciones de HTDE durante 4 y 24 h. HTDE indujo daño en el 
ADN (Figuras 3D y 3E del artículo adjunto (Figura 53)), aunque éste fue menor que el inducido 
por el control positivo camptotecina. Estos datos sugieren que la generación de daño en el ADN 
está implicada en el efecto citotóxico de HTDE.  
El siguiente paso a seguir fue la evaluación del tipo de daño en el ADN por HTDE. Para 
ello se utilizó una serie de líneas deficientes en alguna de la las vías de reparación del ADN. 
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Todas las células fueron tratadas con un rango de concentraciones de HTDE durante 24 h, y 
posteriormente se permitió la recuperación durante 24 h. HTDE no demostró tener mayor 
citotoxicidad sobre células deficientes en HR, NHEJ, MMR y FA que sobre las respectivas 
células parentales. Sin embargo, células deficientes en BER fueron más sensibles a HTDE que 
las células no deficientes (Figura 3F del artículo adjunto (Figura 53). Se sabe que la vía BER 
juega un papel importante en la reparación del daño oxidativo130. La sensibilidad de células 
deficientes en la vía BER a HTDE, junto con la capacidad de generar estrés oxidativo e inducir 
daño en el ADN sugieren que HTDE induce daño oxidativo, el cual puede participar en su 
efecto citotóxico.  
En el tratamiento del cáncer es muy común la combinación de fármacos anticancerosos 
con el fin de obtener mayores efectos. En esta combinación, es importante que los fármacos 
utilizados no presenten un efecto antagónico entre ellos. Con el fin de evaluar que HTDE no 
presentaba antagonismo con otros fármacos anticancerosos, se estudió el efecto combinatorio de 
HTDE con 5-FU en células cancerosas A549 y células normales MRC-5 (Figura 4 del artículo 
adjunto (Figura 54)). El efecto combinatorio fue evaluado a través de los valores de viabilidad 
celular obtenidos mediante el ensayo MTT y analizados mediante el software Compusyn. Este 
efecto fue medido como Índice de Combinación o CI. De los resultados obtenidos destaca que 
HTDE demostró un efecto sinérgico con 5-FU sobre células A549 y un efecto antagónico sobre 
células MRC-5, es decir, la combinación de 5-FU y HTDE fue más citotóxica para células 
cancerosas y menos citotóxica para células normales que la mostrada por los compuestos por 
separado.  
El siguiente paso fue el estudió de la posible actividad citotóxica selectiva de HTDE 
contra otros tipos de cáncer. Se escogió evaluar esta actividad en cáncer de mama al ser otro de 
los cánceres con mayor prevalencia a nivel mundial131. Para ello, células normales de mama 
MCF10 y células cancerosas de mama MCF7 fueron tratadas con HTDE durante 48 h. En la 
Figura 5 del artículo adjunto (Figura 55) puede observarse como HTDE presentó una mayor 
actividad citotóxica sobre células cancerosas que sobre células normales en todas las 
concentraciones ensayadas, destacando que esta selectividad no fue observada por el 5-FU 
(fármaco utilizado en el tratamiento del cáncer de mama).  
Se desconoce si la administración oral de HTDE puede llegar a alcanzar las 
concentraciones en plasma y tejidos necesarios para obtener el efecto citotóxico selectivo sobre 
células cancerosas comentado anteriormente. Sin embargo, teniendo en cuenta que la actividad 
anticancerosa de HTY ya ha sido demostrada tras ser administrado intragástricamente en un 
ensayo in vivo en ratas123, que HTDE tiene mayor estabilidad digestiva in vitro que HTY132 y 
que otras actividades biológicas de HTDE ya han sido observadas en ensayos in vivo133, cabría 
esperar que HTDE podría llegar a tener actividad anticancerosa in vivo. Sin embargo, es 
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necesaria la realización de estos ensayos in vivo para poder confirmar la utilidad de HTDE en el 
tratamiento del cáncer.  
En conclusión, una serie de nuevos derivados de HTY han demostrado tener actividad 
anticancerosa selectiva sobre células cancerosas de pulmón in vitro. El compuesto con mayor 
selectividad, HTDE, también demostró ser selectivo sobre células de cáncer de mama. La 





  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 243 - 
 
 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 244 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 245 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 246 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 247 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 248 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 249 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 250 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 251 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 252 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 253 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 254 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 255 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 256 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 257 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 258 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 259 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 260 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 261 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 262 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 263 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 264 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 265 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 266 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 267 - 
 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 268 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 269 - 
 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 270 - 
 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 271 - 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 272 - 
 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 273 - 
6.7. EXTRACTO HIDROALCOHÓLICO DE HOJAS DE ERIUM OLEADER L.  
En la búsqueda de nuevos fármacos anticancerosos más selectivos, las plantas y productos 
naturales siguen siendo una fuente de investigación importante. En los últimos años, se ha 
empezado a valorar el uso de los heterósidos cardiotónicos como compuestos de origen natural 
con posible potencial anticanceroso134-136. Los heterósidos cardiotónicos han sido aislados de 
numerosas especies vegetales. Entre ellas destaca erium oleander por su elevado contenido en 
heterósidos cardiotónicos137,138. . oleander ha sido utilizada en la medicina tradicional para el 
tratamiento de numerosas enfermedades, incluyendo el tratamiento de tumores sólidos137. La 
posible actividad antitumoral de . oleander se debe a su contenido en heterósidos 
cardiotónicos (como la oleandrina) y triterpenos que han demostrado actividad anticancerosa en 
varios estudios in vitro137,139-141. En la actualidad existen dos extractos de . oleander 
patentados, “Anvirzel” y “Breastin”. La administración de “Anvirzel” es segura en humanos142 
y se encuentra en ensayos clínicos en fase I para el tratamiento del cáncer.  
Durante esta tesis se ha valorado la posible actividad selectiva de un extracto 
hidroalcohólico de . oleander en un modelo in vitro de cáncer de pulmón y los posibles 
mecanismos implicados en la selectividad de este extracto. Los resultados obtenidos se 
encuentran recogidos en el manuscrito titulado A hydroalcoholic extract from the leaves of 
erium oleander L. inhibits glycolysis and induces selective killing of lung cancer cells, el cual 
se encuentra en revisión en la revista Planta Medica, que se comenta y adjunta a continuación. 
En primer lugar se preparó el extracto hidroalcohólico de erium oleander (NOE) y se 
determinó su contenido en heterósidos cardiotónicos totales mediante la reacción de Kedde, que 
fue de un 4,8% ± 0,3%.  
Una vez elaborado el extracto, se realizó el ensayo MTT para evaluar su posible actividad 
anticancerosa selectiva. NOE demostró tener mayor actividad citotóxica frente a células 
cancerosas de pulmón A549 que frente a células normales de pulmón MRC-5 (Figura 1 artículo 
adjunto (Figura 56)). Aunque esta actividad anticancerosa selectiva de NOE fue similar a la 
mostrada por cisplatino (fármaco anticanceroso utilizado de referencia), el valor de IC50 de 
NOE fue casi 10 veces menor que el valor de IC50 de cisplatino para células A549, siendo 0,27 
µg/ml y 3,52 µg/ml respectivamente.  
También se evaluó la actividad citotóxica de NOE en otras líneas celulares cancerosas: 
células de cáncer colorrectal HT29 y células de melanoma UACC-62. Ambas líneas 
demostraron ser más resistentes que las células cancerosas de pulmón A549, siendo la IC50 casi 
15 veces mayor para HT29 y 6 veces mayor para UACC-62 que la IC50 mostrada para A549. 
Estos datos indican que NOE inhibe selectivamente el crecimiento de células cancerosas A549.  
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El siguiente paso fue la evaluación de los posibles mecanismos involucrados en la 
citotoxicidad selectiva de NOE. Como se ha comentado en apartados anteriores, se sabe que las 
células cancerosas son más susceptibles al aporte exógeno de EROs que las células normales, al 
tener las células tumorales mayores niveles basales de EROs, por lo que con un aporte exógeno 
de EROs específico se alcanzará niveles citotóxicos para células cancerosos sin alcanzar estos 
niveles en las células normales. La generación de estrés oxidativo está involucrada en el efecto 
citotóxico de oleandrina, un heterósido cardiotónico que se encuentra en . oleander140. Para 
valorar si la formación de EROs estaba involucrada en la citotoxicidad de NOE, células A549 
fueron tratadas con NOE en presencia o ausencia de antioxidantes (catalasa y n-acetilcisteína). 
La Figura 2 del artículo adjunto (Figura 57) demuestra que la citotoxicidad de NOE fue 
ligeramente reducida, pero de forma significativa, por la presencia de ambos antioxidantes. 
Estos datos quieren decir que aunque no sea el mecanismo principal, la generación de EROs 
participa en la citotoxicidad de NOE.  
Otro posible mecanismo de la actividad anticancerosa selectiva demostrada por NOE 
podría ser la generación de un tipo de daño específico en el ADN. Compuestos que dañan el 
ADN han demostrado actividad anticancerosa selectiva debido a que ciertos tumores presentan 
alteraciones en las vías de reparación del daño inducido por estos compuestos, por lo que son 
más sensibles a ellos que las células normales15. Estudios previos han demostrado que algunos 
heterósidos cardiotónicos inducen daño en el ADN143,144. Para evaluar si la generación de daño 
en el ADN estaba involucrado en el mecanismo citotóxico de NOE, células VC8 (deficientes en 
HR) y células VC8-B2 (con HR funcional) fueron expuestas 48 h a varias concentraciones de 
NOE y medida su viabilidad mediante MTT. Debido a que estas líneas celulares son de origen 
murino, las concentraciones de NOE tuvieron que ser aumentadas puesto que se sabe que las 
células de roedores son más de 100 veces más resistentes a los heterósidos cardiotónicos que las 
células humanas145. Las células deficientes en HR fueron ligeramente, pero significativamente, 
más sensibles a la citotoxicidad inducida por NOE (Figura 3A del artículo adjunto (Figura 58)). 
Esta mayor sensibilidad de las células deficientes también pudo observarse mediante el ensayo 
inmunofluorescente de focos de γH2AX. Las células deficientes en HR presentaron mayores 
roturas de doble cadena (señalizados por la γH2AX) que las células con HR funcional tras 24 
horas de tratamiento con NOE, debido a su incapacidad para reparar el daño en el ADN 
inducido por NOE (Figuras 3B y 3C del artículo adjunto (Figura 58)).  Por tanto, la generación 
de daño en el ADN está involucrada en la citotoxicidad de NOE.  
En los últimos años se ha empezado a barajar la glicólisis como diana terapéutica contra 
el cáncer, puesto que se sabe que las células cancerosas dependen de la glicólisis en mayor 
medida que las células normales25,76,146. Algunos heterósidos cardiotónicos son capaces de 
inhibir la glicólisis en células no cancerosas147,148. Todo esto hizo pensar que quizás NOE 
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pudiera estar inhibiendo la glicólisis. Para comprobar esta posibilidad, células A549 fueron 
expuestas a distintas concentraciones de NOE durante 8 h. Finalizado el tratamiento, las 
concentraciones de glucosa (producto inicial de la glicólisis) y de lactato (producto final de la 
glicólisis) fueron medidas. NOE demostró una marcada disminución de producción de lactato y 
de consumo de glucosa (Figura 4 del artículo adjunto (Figura 59)), comparable al observado en 
las células que fueron expuestas al control positivo dicloroacetato (inhibidor de la glicólisis). 
Por tanto, NOE indujo una marcada inhibición de la glicólisis en las células A549. Esta 
inhibición de la glicólisis puede participar en la citotoxicidad de NOE, pero no está claro si es la 
responsable de la selectividad mostrada sobre células cancerosas. Esto se debe a que la 
inhibición de la glicólisis puede ser una consecuencia de la inhibición de la bomba Na+/K+-
ATPasa por los heterósidos cardiotónicos que contiene NOE149. La expresión de la bomba 
Na+/K+-ATPasa es diferente según el tipo celular. Hay estudios que sugieren que la diferencia 
de susceptibilidad a la citotoxicidad de heterósidos cardiotónicos se debe a esas diferencias en la 
expresión y localización celular de la bomba Na+/K+-ATPasa150,151. Por tanto, para poder 
conocer si la inhibición de la glicólisis mostrada por NOE es la responsable de la actividad 
citotóxica selectiva, es necesario un estudio de la posible asociación entre la expresión de la 
bomba Na+/K+-ATPasa y la habilidad de los heterósidos cardiotónicos para inhibir la glicólisis.   
En la terapia del cáncer, la combinación de fármacos es una herramienta terapéutica muy 
utilizada. La combinación se debe hacer entre fármacos que no presenten antagonismo entre 
ellos. Para poder evaluar la compatibilidad de NOE con cisplatino, fármaco de primer línea en 
el tratamiento del cáncer de pulmón, se estudió el efecto sobre la viabilidad celular en A549 tras 
la combinación de estos dos compuestos. El análisis del efecto combinatorio se realizó con el 
software Compusyn, con el que se calculó el parámetro de Indice de Combinación o CI. Células 
que fueron expuestas previamente a NOE antes que a cisplatino mostraron un moderado efecto 
antagónico, mientras que el tratamiento previo con cisplatino seguido de NOE presentó un 
moderado sinergismo (Tabla 1 del artículo adjunto (Tabla 8)). El moderado efecto antagónico 
observado cuando células fueron tratadas con NOE antes que con cisplatino podría deberse a la 
implicación en la acumulación intracelular de cisplatino por la bomba Na+/K+-ATPasa152. 
En conclusión, NOE ha demostrado actividad citotóxica selectiva frente a células de 
cáncer de pulmón. En el efecto citotóxico de NOE están involucradas la formación de EROs, la 
generación de daño en el ADN y la inhibición de la glicólisis. Estos datos junto con el efecto 
sinérgico observado con la combinación con cisplatino apoyan la posible utilización de 
extractos de las hojas de erium oleander en ensayos clínicos para el tratamiento de cáncer de 
pulmón.  
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6.8. HETERÓSIDOS CARDIOTÓICOS DIGITOXIA, DIGOXIA Y OUABAÍA.  
Los heterósidos cardiotónicos son compuestos esteroideos con un anillo de lactona que 
permite su clasificación en dos grandes grupos: cardenólidos y bufadienólidos. Los heterósidos 
cardiotónicos forman una gran familia de compuestos que presentes en una gran variedad de 
especies, tanto animales como vegetales. Los heterósidos cardiotónicos más conocidos son la 
digoxina, digitoxina, ouabaína y oleandrina. Desde hace siglos, plantas ricas en estos 
compuestos han sido utilizadas en el tratamiento de enfermedades cardiacas. En la actualidad, 
los digitoxina y digoxina son usadas en cardiología para el tratamiento de enfermedades 
cardíacas como la insuficiencia cardiaca congestiva y algunos tipos de arritmias153,154. Aunque 
digoxina ha desplazado a digitoxina debido a que presenta mejores propiedades terapéuticas, la 
digitoxina es todavía utilizada en algunos países como Noruega. La actividad inotrópica de 
estos fármacos se debe a su capacidad para inhibir a la bomba Na+/K+-ATPasa. La inhibición de 
esta bomba genera un aumento de los niveles de sodio y calcio y una disminución de los niveles 
de potasio intracelulares. El incremento intracelular de calcio promueve la contracción cardiaca.  
En las últimas décadas, numerosos estudios han empezado a valorar a los heterósidos 
cardiotónicos como compuestos con posible actividad anticancerosa155-160. Esta actividad 
anticancerosa se ha observado a concentraciones equivalentes a las alcanzadas en el plasma de 
pacientes con tratamientos con algunos de estos compuestos156. Esto ha hecho que algunos 
heterósidos cardiotónicos, como la digoxina, digitoxina y la oleandrina, hayan entrado en 
ensayos clínicos para el tratamiento del cáncer (ver http://clinicaltrials.gov/). Sin embargo, 
existen estudios que indican que los heterósidos cardiotónicos podrían no ser selectivos por 
células cancerosas, afectando también a células normales. Perne y cols.161 evaluaron la 
citotoxicidad de varios heterósidos cardiotónicos sobre un panel de líneas cancerosas y 
normales. Ellos no observaron que estos heterósidos cardiotónicos presentaran actividad 
citotóxica selectiva, afectando por igual a todos los tipos de células. Ellos explicaron que esta 
citotoxicidad fue debida a una inhibición de la síntesis proteica inducida por los heterósidos 
cardiotónicos en todas las líneas celulares ensayadas. Sin embargo, Hallbook y cols.162 no 
observaron esta inhibición de la síntesis proteica en células de leucemia que demostraron ser 
sensibles a heterósidos cardiotónicos. Por otra parte, Joshi y cols. han demostrado que ouabaína 
y digoxina presentaron mayor actividad citotóxica frente a células de glioblastoma que frente a 
células normales163. Estos datos sugieren que los heterósidos cardiotónicos podrían poseer 
actividad anticancerosa selectiva dependiendo del tipo de tumor.  
Para evaluar si los heterósidos cardiotónicos podían ser útiles en el tratamiento del cáncer 
de pulmón, durante esta tesis se evaluó la actividad de tres heterósidos cardiotónicos (digoxina, 
digitoxina y ouabaína) en un modelo in vitro de cáncer de pulmón (Figura 60).  
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Figura 60. Estructura química de los digoxina, digitoxina y ouabaína.  
 
6.8.1. Digitoxina, digoxina y ouabaína tienen actividad anticancerosa selectiva frente 
células cancerosas de pulmón A549.  
Para evaluar la actividad anticancerosa de digitoxina, digoxina y ouabaína, células 
normales de pulmón MRC-5 y células de adenocarcinoma de pulmón A549 fueron expuestas a 
un rango de concentraciones de estos heterósidos durante 48 h. Transcurrido el tratamiento, se 
realizó el ensayo MTT para poder cuantificar la viabilidad celular. Los tres heterósidos 
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Figura 61. Los heterósidos cardiotónicos digitoxina, digoxina y ouabaína han 
demostrado actividad anticancerosa selectiva sobre células de cáncer de pulmón. Porcentaje de 
viabilidad celular de células A549 y células MRC-5 tras el tratamiento de 48 h con digitoxina 
(A), digoxina (B) y ouabaína (C).  
 
Teniendo en cuenta los valores de IC50 mostrados por los tres heterósidos sobre ambas 
líneas celulares (Tabla 14), ouabaína presentó la mayor actividad citotóxica sobre células A549, 
seguida por la digitoxina y por último la digoxina. Sin embargo, ouabaína también mostró la 
mayor actividad citotóxica sobre células MRC-5, siendo su IC50 para estas células algo más de 
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demostró una mayor actividad citotóxica sobre células cancerosas que sobre células normales, 
siendo la IC50 para células A549 casi 6 veces menor que para las células normales. Teniendo en 
cuenta los valores de IC50 frente a ambas líneas celulares, digitoxina fue la que mayor actividad 
citotóxica selectiva presentó, siendo su IC50 para células A549 casi 10 veces menor que para las 
células normales. También es de destacar que la selectividad mostrada por digitoxina fue 
alcanzada a concentraciones que se pueden encontrar en los pacientes tratados con este fármaco. 
En estos pacientes, la concentración de digitoxina en plasma suele estar entre 19,6-32,6 nM156. 
En este intervalo de concentraciones se observó que la viabilidad celular de las células 
cancerosas A549 estuvo entre el 15-30%, por lo que quiere decir que la actividad anticancerosa 
selectiva de digitoxina podría llegar a alcanzarse en pacientes con cáncer de pulmón. Sin 
embargo, no se puede decir lo mismo de la digoxina, puesto que la concentración en plasma de 
pacientes tratadas con este fármaco suele estar entre 0,6-2 nM, mientras que la IC50 mostrada 
por digoxina frente a células A549 fue unas cinco veces mayor que este rango.  
Por otro lado, esta actividad anticancerosa selectiva de los heterósidos cardiotónicos 
también fue observada cuando se realizó el ensayo de viabilidad celular SRB bajo las mismas 
condiciones que el ensayo MTT (datos no mostrados).  
 
6.8.2. Evaluación de los posibles mecanismos de selectividad anticancerosa de los 
heterósidos cardiotónicos. 
Se ha hablado de numerosos mecanismos involucrados en la actividad anticancerosa de 
los heterósidos cardiotónicos, incluyendo la inhibición de factores de crecimiento (como el 
Factor Nuclear kappB o NF-kB), inhibición de topoisomerasas, la formación de ROS, la 
reducción de expresión de proteínas anti-apoptóticas, entre otros134,135,164. Pero se desconoce 
todavía el motivo por el que determinadas células cancerosas son más sensibles a estos 
compuestos. De hecho, se ha llegado a pensar que algunos de los mecanismos inducidos por 
estos heterósidos podrían no estar relacionados con su capacidad de inhibir la bomba Na+/K+-
ATPasa164.  
Varios estudios han observado que heterósidos cardiotónicos, como oleandrina y 
ouabaína, pueden incrementar los niveles de EROs en células cancerosas, disminuyendo la 
proliferación e induciendo la muerte celular140,165. Como se ha discutido en otros apartados, se 
sabe que un incremento de los niveles de celulares de EROs puede inducir la muerte selectiva de 
células cancerosas33,36. Por este motivo, la generación de EROs que han demostrado algunos 
heterósidos cardiotónicos podría estar implicada en la actividad anticancerosa selectiva de estos 
compuestos. Para comprobar este posible mecanismo de selectividad, células A549 fueron 
expuestas durante 48 h a digoxina, digitoxina y ouabaína en presencia o ausencia de tres 
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antioxidantes (MnTMPyP, catalasa y NAC) que fueron añadidos una hora antes que los 
heterósidos cardiotónicos. Como se observa en la Figura 62, solamente ouabaína demostró que 
en su efecto citotóxico estaba involucrada la formación de EROs, concretamente H2O2, de forma 
significativa. Sin embargo, la formación de EROs no fue el principal mecanismo citotóxico de 
ouabaína, puesto que la citotoxicidad de ouabaína sólo se previno parcialmente por los 
antioxidantes. La citotoxicidad de digoxina también se vio disminuida en presencia de NAC, sin 
embargo, fue de manera no significativa. Estos datos quieren decir que aunque la generación de 
EROs podría participar en la actividad anticancerosa selectiva de los heterósidos cardiotónicos, 
no es el principal responsable de dicha selectividad.  
Figura 62. Papel de la generación de EROs en la citotoxicidad de heterósidos 
cardiotónicos. Células A549 fueron expuestas a los distintos heterósidos cardiotónicos durante 
48 h en presencia o ausencia del antioxidante n-acetilcisteína (AC) (A), del mimético 
superóxido dismutasa MnTMPyP (B) y de la enzima catalasa (C), los cuales fueron añadidos 




  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 302 - 
La activación constitutiva de la glicólisis aeróbica es una de las diferencias fundamentales 
entre las células normales y las células tumorales. Se piensa que la inhibición de la glicólisis 
puede llegar a producir la muerte selectiva de células cancerosas25,26,29. Desde hace años se sabe 
que la glicólisis aeróbica está asociada a la bomba Na+/K+-ATPasa y que heterósidos cardíacos, 
como la ouabaína, son capaces de inhibir la glicólisis147,148,166-168. Sin embargo, el mecanismo 
por el cual la inhibición de la actividad de la bomba Na+/K+-ATPasa puede inhibir la glicólisis 
no está claro todavía149. Se sabe que una de las enzimas claves en la regulación de la glicólisis 
es la fosfofructosaquinasa (PFK). Por un lado, se sabe que esta enzima es inhibida por elevados 
niveles de ATP. En el mantenimiento de los niveles de ATP, la bomba Na+/K+-ATPasa juega un 
papel fundamental. Cuando se produce la inhibición de esta bomba, se acumula ATP, pudiendo 
desencadenar la inhibición de la PFK y, por tanto, de la glicólisis. Por otro lado, la PFK es una 
enzima extremadamente sensible a los cambios de pH intracelulares. Se sabe que el 
incrementado pH intracelular demostrado por las células cancerosas permite mantener la PFK 
en un estado activo42. La inhibición de la bomba Na+/K+-ATPasa por los heterósidos 
cardiotónicos induce un cúmulo de Na+ en el interior de las células, reduciendo la actividad del 
intercambiador Na+/H+. Este intercambiador es uno de los responsables de mantener el pH 
básico intracelular que presentan las células cancerosas, por lo que su inhibición desencadenará 
una acidificación del pH intracelular, inactivándose la PFK y, por tanto, la glicólisis. Por otra 
parte, la glicólisis también depende de la disponibilidad de la glucosa. La glucosa entra en las 
células a través de una serie de transportadores. Un tipo de transportador de glucosa son los 
cotransportadores sodio/glucosa los cuales dependen de la regulación de los niveles de sodio 
para el transporte de glucosa al interior celular. El aumento de los niveles intracelulares de Na+ 
como consecuencia de la inhibición de la bomba Na+/K+-ATPasa puede inactivar a estos 
cotransportadores, disminuyendo la entrada de glucosa en la célula y, como consecuencia, 
inactivándose la glicólisis149. Todos estos posibles mecanismos explican la posibilidad de que la 
inhibición de la glicólisis sea una consecuencia de la inhibición de la bomba Na+/K+-ATPasa 
por los heterósidos cardiotónicos y que esta inhibición de la glicólisis podría explicar la 
actividad anticancerosa selectiva presentada por estos compuestos (Figura 63).  
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Figura 63. Posible mecanismo del papel de la bomba a+/K+-ATPasa en la activación de 
la glicólisis. Las células necesitan la bomba a+/K+-ATPasa para poder mantener activa la 
glicólisis. Una inhibición de la bomba a+/K+-ATPasa por los heterósidos cardiotónicos podría 
provocar la reducción de la actividad del cotransportador glucosa/a+ (SGLT), la disminución 
de la actividad del intercambiador a+/H+ y la inactivación de la enzima glicolítica 
fosfofructoquinasa (PFK). Figura adaptada del artículo “López-Lázaro, M. Digitoxin as an 
anticancer agent with selectivity for cancer cells: possible mechanisms involved. Expert. Opin. 
Ther. Targets. 2007. 11 (8): 1043-1053”149. 
Para comprobar si los heterósidos cardiotónicos pueden inhibir la glicólisis, células A549 
fueron tratadas con varias concentraciones de digitoxina, digoxina y ouabaína durante un tiempo 
de exposición de 8 h. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se midieron las concentraciones de 
glucosa (producto de partida de la glicólisis) y de lactato (producto final de la glicólisis) 
presentes en el medio de las células. El tiempo de exposición escogido fue de 8 h puesto que un 
tiempo mayor de exposición con heterósidos cardiotónicos disminuiría la viabilidad celular, 
interfiriendo en los resultados (a menor viabilidad celular, menor producción de lactato y menor 
consumo de glucosa). Los resultados obtenidos con los tres heterósidos están recogidos en la 
Figura 64.  
Los tres heterósidos disminuyeron la producción de lactato y el consumo de glucosa de 
manera concentración-dependiente. Digitoxina disminuyó de manera más significativa los 
niveles de lactato producido y de glucosa consumida que digoxina a las mismas concentraciones 
testadas. A la concentración de 100 nM, Digitoxina disminuyó de forma estadísticamente 
significativa la producción de lactato hasta casi la mitad respecto a las células no tratadas. Este 
mismo efecto se observó en los niveles de glucosa, las células tratadas con digitoxina 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 304 - 
consumieron el 50% menos de glucosa que las células sin tratar. Ouabaína fue el heterósido más 
potente de los tres, produciendo los mismos efectos sobre los niveles de lactato y glucosa a 
concentraciones 10 veces más bajas que digitoxina y digoxina. Estos datos demuestran que 
estos heterósidos cardiotónicos inhiben la glicólisis y se sabe que la inhibición de ésta produce 
citotoxicidad, al ser una ruta necesaria para la producción de ATP y macromoléculas para la 
biosíntesis. Sin embargo, no se sabe si esta inhibición de la glicólisis es la responsable de la 
selectividad de estos heterósidos cardiotónicos frente a células cancerosas A549. 
Figura 64. Heterósidos cardiotónicos inhiben la glicólisis en células A549. Porcentaje de 
producción de lactato (A, C y E) y porcentaje de consumo de glucosa (B, D y F) en células 
A549 expuestas 8 h a digitoxina, digoxina y ouabaína, respectivamente, con respecto a células 
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Con el objetivo de evaluar si esta inhibición de la glicólisis por los heterósidos 
cardiotónicos participaba en su actividad citotóxica selectiva, se midieron los niveles de glucosa 
y lactato tras el tratamiento con digitoxina durante 8 h de células normales MRC-5 y células 
cancerosas A549 (Figura 65). Se escogió digitoxina porque, como se comentó anteriormente, 
fue el heterósido con mayor actividad selectiva.  
 
 
Figura 65. Heterósidos cardiotónicos inhiben la glicólisis de células MRC-5 y células 
A549. Porcentaje de producción de lactato (A) y  porcentaje de consumo de glucosa (B) en 
células MRC-5 y A549 expuestas 8 h a digitoxina y 5-FU (control negativo) con respecto a 
células no tratadas 
 
Digitoxina disminuyó de forma más acusada la producción de lactato y el consumo de 
glucosa en células cancerosas A549 que en células normales MRC-5 a las concentraciones de 32 
y 100 nM tras un tiempo de exposición de 8 h. A la concentración de 100 nM, digitoxina 
disminuyó la producción de lactato en A549 hasta casi el 50% con respecto a las células sin 
tratar, mientras que la disminución en células MRC-5 fue de aproximadamente un 20% con 
respecto a las células sin tratar. Sin embargo, a pesar de que estos resultados demuestran que 
estos heterósidos son capaces de inhibir la glicólisis, no se puede asegurar que esta inhibición 
sea la responsable directa de la actividad anticancerosa selectiva de estos compuestos. De 
hecho, existen estudios que sugieren que la expresión y la localización celular de las 
subunidades alfas de la bomba Na+/K+-ATPasa en diferentes tipos de células podría explicar el 
por qué diferentes células son más o menos sensibles a la actividad citotóxica de heterósidos 
cardiotónicos150,151. Mijatovic y cols.150 observaron que varias células cancerosas de pulmón 
presentaron mayores niveles de expresión de la bomba Na+/K+-ATPasa, en concreto subunidad 
A) B) 
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α1, que células normales de pulmón. Ellos observaron que un nuevo cardenólido, el 
UNBS1450, presentó mayor actividad citotóxica sobre células cancerosas que sobre células 
normales, posiblemente debido a la mayor expresión de la ATPasa diana en las células 
cancerosas. Por tanto, es necesario realizar un estudio de la relación entre la expresión y la 
localización celular de las subunidades alfa de la bomba Na+/K+-ATPasa y la capacidad de los 
heterósidos cardiotónicos para inhibir la glicólisis para poder comprobar si la inhibición de la 
glicólisis por estos compuestos realmente juega un papel en su actividad anticancerosa selectiva.  
 
6.8.3. Estudio de la combinación de digitoxina con agentes prooxidantes.  
Aunque no esté claro el papel de la inhibición de la glicólisis en la actividad selectiva de 
estos heterósidos cardiotónicos, sí que se sabe que esta inhibición contribuye a su efecto 
citotóxico, puesto que es conocido la importancia de la glicólisis para el mantenimiento de los 
niveles de ATP y de macromoléculas requeridas para la proliferación y viabilidad de las células 
cancerosas. Otro papel fundamental de la glicólisis es ayudar a mantener las EROs dentro de 
niveles no tóxicos para las células cancerosas, por lo que la inhibición de la glicólisis hace a las 
células cancerosas más susceptibles al estrés oxidativo. Por este motivo, se piensa que la 
combinación de inhibidores de glicólisis con agentes prooxidantes podría presentar un efecto 
sinérgico de la citotoxicidad de estos compuestos25. Como se ha comentado anteriormente, los 
heterósidos cardiotónicos aquí evaluados son capaces de inhibir la glicólisis. Para comprobar si 
podría existir sinergismo entre estos heterósidos cardiotónicos como inhibidores de glicólisis y 
agentes prooxidantes, se estudió la combinación de digitoxina (el heterósido cardiotónico con 
mayor actividad selectiva de los aquí ensayados) con varios de los agentes prooxidantes 
estudiados en esta tesis (pirogalol, fenilglioxal y vitamina C). Con este objetivo, células 
normales MRC-5 y células cancerosas A549 fueron tratadas durante 8 h con diferentes 
concentraciones de digitoxina y estos prooxidantes solos o en combinación. Después de las 8 h, 
el tratamiento fue retirado y las células fueron incubadas libres de tratamiento durante 40 h. 
Finalizado el tiempo de incubación, la viabilidad celular fue estimada mediante ensayo MTT y 
el efecto combinatorio fue expresado mediante el parámetro de Índice de Combinación (CI), el 
cual fue calculado con el software CompuSyn. El parámetro CI,basado en el método de Chou-
Talalay, permite dar un valor al efecto combinatorio de dos fármacos, estableciéndose como un  
efecto aditivo cuando el valor es 1, sinergismo cuando el valor es < 1, y antagonismo cuando el 
valor > 159. Los resultados que se obtuvieron son recogidos en la Tabla 9. De forma general se 
puede decir que la combinación de los prooxidantes fenilglioxal, pirogalol y vitamina C con 
digitoxina presentó un efecto sinérgico sobre células cancerosas mientras que presentó un ligero 
efecto antagónico sobre células normales. En otras palabras, la combinación de digitoxina con 
un agente prooxidante mató de forma más selectiva células cancerosas que células normales. 
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Estos datos sugieren que la inhibición de la glicólisis inducida por digitoxina puede provocar un 
aumento de la sensibilidad de las células al aporte exógeno de EROs por agentes prooxidantes, 
potenciando la actividad anticancerosa selectiva mostrada por estos compuestos.  
 











300 µM 102,7 ± 5,4 96,1 ± 5,4 0,9 ± 
Vitamina C 
500 µM 83,9 ± 3,8 62,9 ± 14,3 1,2 - 
32 µM 67,6 ± 8,8 72,2 ± 7,5 1,7 --- 
Pirogalol 




Fenilglioxal 100 µM 92,6 ± 5,6 92,1 ± 3,6 2,3 --- 
300 µM 102,7 ± 5,4 94,5 ± 4,7 1,5 --- 
Vitamina C 
500 µM 83,9 ± 3,8 70,5 ± 8,3 1,7 --- 
32 µM 67,6 ± 8,8 67,1 ± 8,6 1,6 --- 
Pirogalol 





Fenilglioxal 100 µM 92,6 ± 5,6 69,1 ± 8,1 ˃10 ----- 
300 µM 95,3 ± 4,8 80,2 ± 1,5 1,4 -- 
Vitamina C 
500 µM 39,4 ± 12,5 44,25 ± 7 1,2 - 
32 µM 37,8 ± 5,3 30,2 ± 6,9 0,7 ++ 
Pirogalol 
50 µM 31 ± 5,3 22,5 ± 4,7 0,6 +++ 
32 nM 86,6 ± 5,6 
Fenilglioxal 100 µM 81,9 ± 1,2 66,2 ± 2,4 0,7 +++ 
300 µM 95,3 ± 4,8 55,2 ± 3,2 1,4 -- 
Vitamina C 
500 µM 39,4 ± 12,5 18,6 ± 5,8 1,0 ± 
32 µM 37,8 ± 5,3 17,8 ± 3,9 0,4 +++ 
Pirogalol 
50 µM 31 ± 5,3 11,9 ± 3,3 0,3 +++ 
A549 
100 nM 65,4 ± 5,7 
Fenilglioxal 100 µM 81,9 ± 1,2 43,7 ± 5,0 0,6 +++ 
Tabla 9. Actividad citotóxica de digitoxina en combinación con varios agentes 
prooxidantes. Las células cancerosas A549 y las células normales MRC-5 fueron expuestas 8 h 
a los heterósidos cardiotónicos, solos o en combinación con alguno de los agentes 
prooxidantes. Tras ese tiempo, se retiró el tratamiento y las células fueron incubadas 40 h más. 
El porcentaje de viabilidad celular (media ± SEM) fue determinada mediante ensayo MTT y el 
parámetro de Índice de Combinación (CI) fue calculado con el software Compusyn. Un valor 
de CI <1 es considerado sinergismo y se representa con “+++++” para sinergismo muy fuerte 
(CI<0.1), “++++” para sinergismo fuerte (CI=0.1-0.3), “+++” para sinergismo (CI=0.3-
0.7), “++” para sinergismo moderado (CI=0.7-0.85) y “+” para sinergismo ligero (CI=0.85-
0.9).  Un valor de CI entre 0.9 y 1.1 se considera efecto aditivo y es indicado con “±”. Un valor 
de CI >1 es considerado antagonismo y es representado por “-” para antagonismo ligero 
(CI=1.1-1.2), “--”  para antagonismo moderado (CI=1.2-1.45), “---” para antagonismo 
(CI=1.45-3.3), “----” para antagonismo fuerte (CI=3.3-10) y “-----” para antagonismo muy 
fuerte (CI>10). 
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6.8.4. Evaluación del efecto combinatorio de heterósidos cardiotónicos y cisplatino.  
Anteriormente se comentó que algunos heterósidos cardiotónicos, como digitoxina y 
digoxina, han entrado en ensayos clínicos para el tratamiento del cáncer. Muchos de estos 
ensayos estudian la combinación de un heterósido cardiotónico con algún fármaco 
anticanceroso utilizado en clínica, puesto que el tratamiento combinado de fármacos es una 
herramienta muy utilizada en el tratamiento del cáncer. Existen estudios que sugieren que los 
heterósidos cardiotónicos podrían ejercer un efecto antagónico sobre el efecto de determinados 
fármacos anticancerosos144,152. Por este motivo, se decidió evaluar el efecto de la combinación 
de los heterósidos cardiotónicos aquí ensayados con cisplatino, el fármaco anticanceroso más 
utilizado en el tratamiento del cáncer de pulmón. Para ello, células cancerosas A549 fueron 
expuestas durante 4 horas a cisplatino o a lo heterósidos cardiotónicos. Transcurrido ese tiempo, 
se añadieron los heterósidos cardiotónicos o el cisplatino, en función del tratamiento inicial. 
Después de un tratamiento en combinación de 44 horas, la viabilidad de las células fue medida 
con el ensayo MTT. Los datos obtenidos se encuentran en las Tablas 10-13.  
A concentraciones bajas de cisplatino (1 y 3 µM), el efecto general de las combinaciones 
fue aditivo, sin importar si cisplatino se añadiese antes o después que los heterósidos 
cardiotónicos (Tabla 13). Sin embargo, a mayores concentraciones de cisplatino (10 y 32 µM), 
el efecto de las combinaciones se vió influenciado por el orden del tratamiento. Cuando 
cisplatino fue añadido 4 h previamente al tratamiento con los heterósidos cardiotónicos, el 
efecto de la combinación fue un moderado sinergismo, a excepción de ouabaína que continúo 
siendo un efecto aditivo. Pero cuando los heterósidos cardiotónicos fueron añadidos 4 h 
previamente al tratamiento con cisplatino, el efecto de la combinación continuó siendo aditivo 
o, en el caso de la ouabaína, fue incluso antagónico. Esta diferencias del efecto combinatorio 
dependiendo del orden del tratamiento podría explicarse porque se ha visto que la bomba 
Na+/K+-ATPasa puede jugar un papel en la acumulación intracelular de cisplatino. La inhibición 
de esta bomba ha sido asociada con una reducción de la acumulación intracelular de 
cisplatino152. Esto podría explicar que la administración de estos heterósidos cardiotónicos antes 
que cisplatino presentara un efecto combinatorio entre aditivo y un ligero antagonismo, mientras 
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1 nM digitoxina 83,7 ± 2,8 76,9 ± 1,6 1,1 ± 
3 nM digitoxina 66,2 ± 2,7 63,4 ± 1,1 1,1 ± 1 µM cisplatino 85,9 ± 2,3 
10 nM digitoxina 32,1 ± 1,3 29,9 ± 4,2 0,9 + 
1 nM digitoxina 83,7 ± 2,8 64,5 ± 0,1 0,9 + 
3 nM digitoxina 66,2 ± 2,7 56,8 ± 1,2 1,1 ± 3 µM cisplatino 72,6 ± 2,8 
10 nM digitoxina 32,1 ± 1,3 30,7 ± 3,4 1,0 ± 
1 nM digitoxina 83,7 ± 2,8 45,7 ± 2,2 0,8 ++ 
3 nM digitoxina 66,2 ± 2,7 36,7 ± 2,1 0,7 ++ 10 µM cisplatino 53,8 ± 0,2 
10 nM digitoxina 32,1 ± 1,3 23,6 ± 3,5 0,8 ++ 
1 nM digitoxina 83,7 ± 2,8 31,1 ± 0,1 1,0 ± 
3 nM digitoxina 66,2 ± 2,7 25,8 ± 0,0 0,8 ++ 32 µM cisplatino 33,0 ± 2,6 
10 nM digitoxina 32,1 ± 1,3 16,84 ± 0,2 0,7 ++ 
1 nM digitoxina 83,0 ± 1,5 83,3 ± 1,9 1,2 - 
3 nM digitoxina 63,0 ± 2,7 63,1 ± 1,0 1,2 - 
10 nM digitoxina 23,9 ± 0,7 
1 µM cisplatino 96,3 ± 2,6 
23,9 ± 2,3 1,0 ± 
1 nM digitoxina 83,0 ± 1,5 69,2 ± 3,1 0,8 ++ 
3 nM digitoxina 63,0 ± 2,7 57,5 ± 7,2 1,2 - 
10 nM digitoxina 23,9 ± 0,7 
3 µM cisplatino 84,7 ± 3,8 
14,2 ± 0,1 0,6 +++ 
1 nM digitoxina 83,0 ± 1,5 57,1 ± 1,0 1,0 ± 
3 nM digitoxina 63,0 ± 2,7 45,6 ± 1,4 1,1 ± 
10 nM digitoxina 23,9 ± 0,7 
10 µM cisplatino 59,8 ± 2,4 
13,2 ± 3,0 0,6 +++ 
1 nM digitoxina 83,0 ± 1,5 35,0 ± 0,7 1,1 ± 
3 nM digitoxina 63,0 ± 2,7 30,8 ± 1,5 1,2 - 
10 nM digitoxina 23,9 ± 0,7 
32 µM cisplatino 40,7 ± 2,8 
15,7 ± 0,6 1,0 ± 
Tabla 10. Actividad citotóxica de digitoxina en combinación con cisplatino dependiendo 
del orden del tratamiento. Células cancerosas A549 fueron expuestas durante 4 horas a 
cisplatino o a digitoxina. Después de este tiempo, se añadió digitoxina o cisplatino, en función 
del tratamiento inicial. Después de un tratamiento en combinación de 40 horas, la viabilidad de 
las células fue medida con el ensayo MTT y el parámetro de Índice de Combinación (CI) fue 
calculado con el software Compusyn. Ver Tabla 9 para el significado de los símbolos que 






  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 310 - 
 
 










1 nM digoxina  88,8 ± 2,6 87,3 ± 2,6 1,9 --- 
3 nM digoxina 75,6 ± 4,8 78,4 ± 9,2 1,7 --- 1 µM cisplatino 85,9 ± 2,3 
10 nM digoxina 45,1 ± 3,9 46,0 ± 5,9 1,1 ± 
1 nM digoxina  88,8 ± 2,6 72,2 ± 1,9 1,2 - 
3 nM digoxina 75,6 ± 4,8 61,7 ± 1,1 1,1 ± 3 µM cisplatino 72,6 ± 2,8 
10 nM digoxina 45,1 ± 3,9 41,1 ± 1,3 1,0 ± 
1 nM digoxina  88,8 ± 2,6 52,2 ± 0,2 1,0 ± 
3 nM digoxina 75,6 ± 4,8 45,0 ± 0,8 0,9 ± 10 µM cisplatino 53,8 ± 0,2 
10 nM digoxina 45,1 ± 3,9 35,1 ± 0,7 1,0 ± 
1 nM digoxina  88,8 ± 2,6 28,7 ± 0,2 0,3 +++ 
3 nM digoxina 75,6 ± 4,8 29,5 ± 0,0 0,4 +++ 32 µM cisplatino 33,0 ± 2,6 
10 nM digoxina 45,1 ± 3,9 21,4 ± 0,1 0,4 +++ 
1 nM digoxina 91,8 ± 2,8 91,2 ± 0,0 1,4 -- 
3 nM digoxina 79,9 ± 1,2 70,23 ± 0,1 0,7 ++ 
10 nM digoxina 51,8 ± 7,8 
1 µM cisplatino 96,3 ± 2,6 
45,41 ± 0,2 0,8 ++ 
1 nM digoxina 91,8 ± 2,8 76,3 ± 1,8 0,8 ++ 
3 nM digoxina 79,9 ± 1,2 60,8 ± 0,9 0,7 ++ 
10 nM digoxina 51,8 ± 7,8 
3 µM cisplatino 84,7 ± 3,8 
50,4 ± 4,8 1,1 ± 
1 nM digoxina 91,8 ± 2,8 58,2 ± 1,0 0,9 + 
3 nM digoxina 79,9 ± 1,2 47,1 ± 0,2 0,7 ++ 
10 nM digoxina 51,8 ± 7,8 
10 µM cisplatino 59,8 ± 2,4 
41,7 ± 6,7 1,1 ± 
1 nM digoxina 91,8 ± 2,8 36,1 ± 2,5 1,0 ± 
3 nM digoxina 79,9 ± 1,2 36,6 ± 1,1 1,2 - 
10 nM digoxina 51,8 ± 7,8 
32 µM cisplatino 40,7 ± 2,8 
26,1 ± 1,4 1,0 ± 
Tabla 11. Actividad citotóxica de digoxina en combinación con cisplatino dependiendo 
del orden del tratamiento. Células cancerosas A549 fueron expuestas durante 4 horas a 
cisplatino o a digoxina. Después de este tiempo, se añadió digoxina o cisplatino, en función del 
tratamiento inicial. Después de un tratamiento en combinación de 40 horas, la viabilidad de las 
células fue medida con el ensayo MTT y el parámetro de Índice de Combinación (CI) fue 
calculado con el software Compusyn. Ver Tabla 9 para el significado de los símbolos que 
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Tabla 12. Actividad citotóxica de ouabaína en combinación con cisplatino dependiendo 
del orden del tratamiento. Células cancerosas A549 fueron expuestas durante 4 horas a 
cisplatino o ouabaína. Después de este tiempo, se añadió ouabaína o cisplatino, en función del 
tratamiento inicial. Después de un tratamiento en combinación de 40 horas, la viabilidad de las 
células fue medida con el ensayo MTT y el parámetro de Índice de Combinación (CI) fue 
calculado con el software Compusyn. Ver Tabla 9 para el significado de los símbolos que 
















1 nM ouabaina 79,4 ± 0,5 72,0 ± 2,9 1,0 ± 
3 nM ouabaina 47,4 ± 4,0 46,1 ± 4,5 1,2 - 1 µM cisplatino 85,9 ± 2,3 
10 nM ouabaina 5,9 ± 0,8 4,8 ± 0,5 0,8 ++ 
1 nM ouabaina 79,4 ± 0,5 60,3 ± 0,5 1,0 ± 
3 nM ouabaina 47,4 ± 4,0 42,9 ± 5,0 1,3 -- 3 µM cisplatino 72,6 ± 2,8 
10 nM ouabaina 5,9 ± 0,8 3,8 ± 0,4 0,7 ++ 
1 nM ouabaina 79,4 ± 0,5 45,1 ± 0,2 1,0 ± 
3 nM ouabaina 47,4 ± 4,0 34,0 ± 1,6 1,2 - 10 µM cisplatino 53,8 ± 0,2 
10 nM ouabaina 5,9 ± 0,8 4,3 ± 0,3 0,7 ++ 
1 nM ouabaina 79,4 ± 0,5 26,7 ± 0,0 0,9 ± 
3 nM ouabaina 47,4 ± 4,0 22,9 ± 3,3 1,2 - 32 µM cisplatino 33,0 ± 2,6 
10 nM ouabaina 5,9 ± 0,8 3,1 ± 1,0 0,6 +++ 
1 nM ouabaina 93,6 ± 0,9 80,6 ± 4,8 0,7 ++ 
3 nM ouabaina 65,6 ± 4,5 59,6 ± 3,2 1,0 ± 
10 nM ouabaina 12,6 ± 4,9 
1 µM cisplatino 96,3 ± 2,6 
8,7 ± 2,0 0,9 + 
1 nM ouabaina 93,6 ± 0,9 74,3 ± 3,0 0,9 + 
3 nM ouabaina 65,6 ± 4,5 56,0 ± 1,8 1,1 ± 
10 nM ouabaina 12,6 ± 4,9 
3 µM cisplatino 84,7 ± 3,8 
13,0 ± 8,0 1,0 ± 
1 nM ouabaina 93,6 ± 0,9 53,2 ± 1,8 0,9 + 
3 nM ouabaina 65,6 ± 4,5 46,4 ± 1,0 1,2 - 
10 nM ouabaina 12,6 ± 4,9 
10 µM cisplatino 59,8 ± 2,4 
17,0 ± 1,0 1,3 -- 
1 nM ouabaina 93,6 ± 0,9 38,2 ± 0,7 1,3 -- 
3 nM ouabaina 65,6 ± 4,5 32,0 ± 1 1,3 -- 
10 nM ouabaina 12,6 ± 4,9 
32 µM cisplatino 40,7 ± 2,8 
15,4 ± 2,5 1,4 -- 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 312 - 
Tabla 13. Media de los Índices de Combinación (CI), con un Intervalo de confianza del 
95%, de las combinaciones de heterósidos cardiotónicos y cisplatino, según las 
concentraciones de éste último.  
 
6.8.5. Evaluación de la actividad anticancerosa de heterósidos cardiotónicos frente a 
diferentes tipos de células cancerosas.  
Finalmente, se decidió evaluar si la selectividad demostrada por estos tres heterósidos 
cardiotónicos sobre células de cáncer de pulmón también se producía en otros tipos de cáncer. 
Para cumplir este objetivo, diferentes líneas celulares cancerosas (MCF7, UACC-62, HT29 y 
HTC116) y células no malignas (MCF10 y VH10) fueron expuestas a diferentes 
concentraciones de los heterósidos cardiotónicos durante 48 h. La viabilidad celular fue 
cuantificada mediante el ensayo MTT. Los valores de IC50 obtenidos para las diferentes líneas 
se encuentran recogidos en la Tabla 14. Como control positivo fue utilizado el fármaco 
anticanceroso 5-fluorouracilo (5-FU).   
IC50 (media ± SEM; nM) 
Células 
Digitoxina Digoxina Ouabaína 5-FU (µM) 
MRC-5 77,5 ± 12,4 65,1 ± 13,2 29,4 ± 4,5 ˃1000 
MCF10 61,3 ± 5,0 67,1 ± 22,0 41,4 ± 2,7 ˂0,1 o malignas 
VH-10 165,4 ± 52,4 200,8 ± 62,7 60,8 ± 11,1 ˃1000 
A549 7,39 ± 0,6 8,0 ± 1,3 5,3 ± 0,4 52 ± 45 
MCF7 36,8 ± 1,6 32,9 ± 8,7 39,3 ± 1,0 0,1 ± 0 
UACC-62 143,9 ± 6,3 171,5 ± 0,6 57,4 ± 1,9 196 ± 190 
HT29 77,6 ± 4,9 ˃ 100 74,3 ± 2,3 285 ± 62,9 
Cancerosas 
HTC116 22,8 ± 1,6 - - - 
Tabla 14. Valores de IC50 (media ± SEM; µM) de los heterósidos cardiotónicos 
digitoxina, digoxina y ouabaína en diferentes líneas celulares tras 48 horas de tratamiento por 
el ensayo MTT. 
Heterósido cardiotónico 
Digitoxina Digoxina Ouabaína 
Conc. 
cisplatino 
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Digoxina y digitoxina demostraron mayor actividad citótoxica sobre células cancerosas de 
mama MCF7 que sobre células normales de mama MCF10, pero esta selectividad fue mucho 
menor que la que se había observado entre células de cáncer de pulmón A549 y células 
normales de pulmón MRC-5. La citotoxicidad frente a ambas líneas celulares normales, MRC-5 
y MCF-10, fue similar, por lo que la diferencia la marcó la actividad de estos heterósidos sobre 
las células cancerosas A549 y MCF7. Ambos heterósidos tuvieron unos valores de IC50 
aproximadamente 4 veces mayores para células de cáncer de mama MCF7 que para las células 
de cáncer de pulmón A549. Por el contrario, estos heterósidos mostraron poseer menor 
actividad citotóxica sobre células de melanoma UACC-62 y sobre células de cáncer colorrectal 
HT29. Los valores de IC50 para estas células fueron superiores que los mostrados para las 
células normales MRC-5 y MCF7, destacando que los valores de IC50 para UACC-62 fueron 
similares a los obtenidos para las células normales de piel VH10. Aunque células de cáncer 
colorrectal HT29 mostraron ser más resistentes a digitoxina, células de cáncer colorrectal 
HTC116 demostraron un valor de IC50 intermedio entre los valores de IC50 de las células 
cancerosas MCF7 y A549.  
Estas diferencias dependiendo del tipo celular también fueron observadas con ouabaína, la 
cual incluso no mostró la selectividad mostrada sobre células cancerosas de mama por 
digitoxina y digoxina. El valor de IC50 de ouabaína fue de 40-70 nM para las células cancerosas 
HT29, MCF7 y UACC-62, mientras que para las células normales MRC-5, MCF10 y VH10 fue 
de 30-60 nM. La única excepción fueron las células cancerosas de pulmón A549 que mostraron 
la mayor sensibilidad, con un valor de IC50 entorno a 5 nM (Tabla 14). Por tanto, ouabaína 
solamente mostró actividad anticancerosa selectiva sobre células cancerosas de pulmón. Los 
resultados obtenidos de ouabaína fueron preparados para la redacción de una publicación. Sin 
embargo, durante la revisión bibliográfica para la redacción del artículo se detectó un error 
experimental en un estudio elaborado por Hiyoshi y cols.169. En este estudio se apoyaba la 
entrada de ouabaína en ensayos clínicos para el tratamiento de neuroblastoma. Pero la actividad 
anticancerosa observada de oubaína podría deberse a un error experimental. Por este motivo, se 
decidió utilizar los resultados de oubaína comentados en los párrafos anteriores para elaborar 
una carta al editor titulada “Comment on Quiescence and gamma-H2AX in neuroblastoma are 
regulated by Ouabain/a,K-ATPase: ouabain and cancer”, aceptada en la revista British 
Journal of Cancer, con el objetivo de aclarar el error experimental cometido por Hiyoshi y 
cols.169, y que es adjuntada a continuación.  
Hiyoshi y cols.169 observaron que ouabaína indujo quiescencia en células humanas de 
neuroblastoma SH-SY5Y in vitro y una marcada disminución del crecimiento tumoral en 
ratones inmunodeprimidos inoculados con esta línea celular. Las concentraciones de ouabaína 
requeridas para inducir quiescencias en esta línea celular humana de neuroblastoma in vitro 
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estuvieron entorno a 50 nM. Sin embargo, esta concentración de ouabaína también mostró 
inhibir la citotoxicidad de células humanas no malignas MRC-5, MCF10 y VH10, como se 
comentó anteriormente. Estos datos sugieren que quizás la marcada disminución del crecimiento 
tumoral en ratones inmunodeprimidos inoculados con las células humanas de neuroblastoma no 
fue debida a la actividad anticancerosa selectiva de la ouabaína. Se sabe que las células de los 
roedores son sobre 100 veces más resistentes que las células humanas al efecto de los 
heterósidos cardiotónicos145. Esta diferencia de sensibilidad entre especies sugiere que la 
marcada reducción del crecimiento tumoral observada en el modelo in vivo de Hiyoshi y cols.169 
pudo deberse a la capacidad de ouabaína para matar células humanas versus células de roedores 
que a su capacidad para matar células cancerosas versus células normales. Para comprobar esta 
posibilidad, células de roedor VC8B2 y VC8 fueron expuestas a ouabaína en las mismas 
condiciones comentadas anteriormente (48 h de exposición seguidas del ensayo MTT). Los 
valores de IC50 (medias ± SEM; nM) de ouabaína para las células VC8B2 y VC8 fueron 
113700 ± 29000 y 67000 ± 2000, respectivamente. Teniendo en cuenta los valores de IC50 de 
las células humanas (Tabla 14), las células de roedor fueron aproximadamente 1000 veces más 
resistentes que las células humanas a la actividad citotóxica de ouabaína. Estos datos sugieren 
que el efecto anticanceroso inducido por ouabaína en ratones inmunodeprimidos inoculados con 
células humanas de neuroblastoma169 es probablemente debido a las diferencias de sensibilidad 
entre especies y no a la inhibición selectiva del crecimiento tumoral. Por tanto, los datos 
obtenidos por Hiyoshi y cols.169 no apoyan el uso de ouabaína en el tratamiento de pacientes con 
neuroblastoma.  
Una vez enviada esta carta al editor para su publicación se detectó que el mismo error 
experimental se había producido con otros heterósidos cardiotónicos (como latanósido C y 
bufalin) en numerosos artículos publicados en revistas de factor de impacto alto170-174. Con el 
motivo de aclarar este error experimental se decidió redactar la publicación titulada “The in vivo 
anti-tumor activity of cardiac glycosides in mice xenografted with human cancer cells is 
probably an experimental artifact”, aceptada en la revista Oncogene, y que es adjuntada a 
continuación. Además de los datos de ouabaína, para esta publicación también fueron utilizados 
los datos de digitoxina y digoxina de la Tabla 14, junto con los datos obtenidos de la evaluación 
de la citotoxicidad de estos heterósidos cardiotónicos en las líneas celulares de roedor VC8B2 y 
VC8. Los valores de IC50 de estos heterósidos cardiotónicos también fueron aproximadamente 
1000 veces más citotóxicos para las células humanas que para las células de roedor (Tabla 1 de 
la publicación adjuntada (Tabla 15). Estos datos sugieren que la marcada actividad 
anticancerosa in vivo de los heterósidos cardiotónicos observada en modelos de xenotrasplante 
en roedores puede ser un artefacto experimental causado por la capacidad de los heterósidos 
cardiotónicos para matar selectivamente células humanas en vez de su capacidad para matar 
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selectivamente células cancerosas. Por tanto, los resultados obtenidos de estos modelos de 
xenotrasplante no apoyan el uso de heterósidos cardiotónicos en el tratamiento de pacientes con 
estos tipos de cáncer.  
Estas diferencias de citotoxicidad de los heterósidos cardiotónicos dependiendo de la línea 
celular podría deberse a las diferencias en la expresión de la bomba Na+/K+-ATPasa150,151,175,176. 
A pesar de estas diferencias cabe destacar que los heterósidos cardiotónicos podrían ser útiles en 
el tratamiento de determinados tumores. En concreto, las concentraciones plasmáticas de 
digitoxina en pacientes se encuentran en el rango 19,6-32,6 nM156. Dentro de este rango de 
concentración, se encontraron los valores de IC50 para las células cancerosas HTC116, MCF7 y 
A549, incluso a concentraciones más bajas en el caso de éstas últimas, mientras que los valores 
de IC50 para las células normales MRC-5, MCF10 y UACC-62 estuvieron entre 3-8 veces por 
encima de este rango de concentración (Tabla 14). 
 Aunque otras células cancerosas como las HT29 no demostraron mayor sensibilidad a la 
citotoxicidad de los heterósidos cardiotónicos que las células normales, existen estudios en los 
que se ha visto que células HT29 pueden llegar a ser más sensibles cuando se ha realizado la 
combinación de heterósidos cardiotónicos con fármacos anticancerosos utilizados en el 
tratamiento del cáncer colorrectal (como 5-FU y oxaliplatino)177. De hecho, en esta tesis se 
comprobó como la combinación de digitoxina, digoxina u ouabaína con 5-FU podía tener un 
efecto sinérgico sobre células HT29 (Tabla 16). Todos estos datos sugieren el potencial real de 
la actividad anticancerosa de heterósidos cardiotónicos como la digitoxina.  
 










32 nM digitoxina 83,5 ± 5,3 61,9 ± 2,2 0,7 ++ 
32 nM digoxina 92,7 ± 4,4 67,9 ± 1,0 0,8 ++ 10 µM 5-FU 70,6 ± 2,7 
32 nM ouabaína 85,2 ± 4,9 62,5 ± 1,6 0,7 ++ 
32 nM digitoxina 83,5 ± 5,3 43,1 ± 2,6 0,9 ++ 
32 nM digoxina 92,7 ± 4,4 47,0 ± 1,5 1,1 ± 
500 µM 5-
FU 
47,2 ± 1,9 
32 nM ouabaína 85,2 ± 4,9 40,1 ± 3,9 0,7 ++ 
Tabla 16. Actividad citotóxica de heterósidos cardiotónicos en combinación con 5-
fluorouracilo (5-FU) en células de cáncer colorrectal HT29. Células cancerosas HT29 fueron 
expuestas durante 48 horas a 5-FU o a los heterósidos cardiotónicos, combinados o por 
separado. La viabilidad de las células fue medida con el ensayo MTT y el parámetro de Índice 
de Combinación (CI) fue calculado con el software Compusyn. Ver Tabla 9 para el significado 
de los símbolos que representan el efecto de la combinación. 
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En conclusión, los heterósidos cardiotónicos digitoxina, digoxina y ouabaína han 
demostrado actividad anticancerosa selectiva sobre células de cáncer de pulmón. En el efecto 
citotóxico de estos heterósidos pueda estar involucrada la formación de EROs (en el caso de la 
ouabaína) y la inhibición de la glicólisis. También ha sido demostrado que la administración de 
estos heterósidos después del fármaco anticanceroso cisplatino puede inducir un ligero efecto 
sinérgico. Estos datos apoyan el hecho de que existan ensayos clínicos de estos heterósidos 
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6.9. LACTOAS ALFA, ΒETA-ISATURADAS 2-FURAOA Y 2-PIROA.  
En el apartado anterior se ha discutido la actividad anticancerosa selectiva demostrada por 
los heterósidos cardiotónicos. Estos heterósidos están formados por un núcleo esteroideo con un 
azúcar en la posición 3 y una lactona en posición 17. Esta lactona es la que permite clasificar a 
estos compuestos en dos clases: cardenólidos (con la lactona 2-furanona) y bufadienólidos (con 
la lactona 2-pirona). Estas lactonas α,β-insaturadas no solamente se encuentran formando parte 
de la estructura de los heterósidos cardiotónicos, sino que se pueden encontrar en otros 
compuestos. Otros compuestos importantes que contienen la lactona 2-furanona en su estructura 
son:   acetogeninas Annonaceous178, vitamina C179, 3-cloro-4-(diclorometil)-5-hidroxi-2(5H)-
furanona (producto originado de la desinfección clorada del agua potable)180 y 5-metilen-2-
furanona (producto de descomposición de las lesiones generadas por una gran variedad de 
agentes inductores de daño en el ADN)181. Mientras que dentro de otros compuestos que 
contienen a la 2-pirona en su estructura se encuentran las cumarinas, fusapironas, bigepironas, 
peripironas y estirilpironas182.  
Al igual que los heterósidos cardiotónicos, varios de los compuestos que contienen estas 
lactonas poseen actividad anticancerosa178,183,184. Para evaluar si estas lactonas estaban 
implicadas en la actividad anticancerosa de estos compuestos y teniendo en cuenta que esta tesis 
tiene como objetivo la búsqueda de nuevos fármacos para el tratamiento del cáncer de pulmón, 
se estudió la actividad anticancerosa in vitro de estas lactonas en células normales de pulmón 
MRC-5 y células de adenocarcinoma de pulmón A549 (Figura 7 del artículo adjunto (Figura 
66)). Estas lactonas demostraron tener mayor efecto citotóxico sobre células cancerosas que 
sobre las células normales.  
La actividad anticancerosa de estas lactonas podría estar relacionada con la generación de 
daño en el ADN, ya que se ha descrito que ciertos herterósidos cardiotónicos, como la 
ouabaína143, y otros compuestos que contienen a estas lactonas son capaces de inducir lesiones 
en el ADN143,180,184. Para evaluar si estas lactonas eran capaces de generar daño en el ADN, se 
llevó a cabo el ensayo cometa, con el que se demostró que ambas lactonas indujeron daño en el 
ADN. Cabe destacar que la 2-pirona indujo mayores niveles de daño en el ADN que la 2-
furanona (Figura 2 del artículo adjunto (Figura 67)). Para confirmar esta capacidad para inducir 
lesiones en el ADN, se realizó también el ensayo de inmunofluorescencia de focos de γH2AX. 
Ambas lactonas indujeron focos de γH2AX (indicador de daño en el ADN) en ambas líneas 
celulares (Figura 3 del artículo adjunto (Figura 68)). En esta técnica, también la 2-pirona indujo 
mayor número de lesiones en el ADN que la 2-furanona.   
La γH2AX es una histona que se encarga de señalizar lesiones en el ADN que se 
producen por roturas de doble cadena, para reclutar los componentes de las vías de reparación 
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necesarios para restauración de dichas lesiones. De entre estas vías, la recombinación homóloga 
(HR) es una de las más importantes. Para comprobar si esta vía estaba implicada en la 
reparación del daño sobre el ADN inducido por estas lactonas, se realizó el ensayo de viabilidad 
celular MTT en células VC8 (células deficientes en HR por mutación en el gen BRCA2) y 
células VC8B2 (células VC8 complementadas con el gen BRCA2, por lo que tienen una HR 
funcional). Los resultados obtenidos de este ensayo (Figura 4 del artículo adjunto (Figura 69)) 
demuestran que ambas lactonas inducen un daño en el ADN que es reparado por HR, 
destacando la importancia del gen BRCA2 en la citotoxicidad de estas lactonas. Se sabe que 
determinados tumores poseen mutaciones en el gen BRCA215, por lo que las células cancerosas 
de estos tumores podrían ser más sensibles a compuestos que llevasen en su estructura a estas 
lactonas, especialmente la 2-pirona que demostró una mayor implicación de la HR en la 
reparación de lesiones inducidas por esta lactona.  
Una vez establecido que estas lactonas generaban daño en el ADN mediante la generación 
de roturas de doble cadena, el siguiente paso a seguir fue establecer cuál podría ser el 
mecanismo de acción implicado en este daño en el ADN. La capacidad de generar daño en el 
ADN por alguno de los compuestos que contienen a estas lactonas se ha visto asociada a su 
interacción con las enzimas topoisomerasas (topo)144,185,186. Esto quiere decir que estas lactonas 
podrían estar induciendo la formación de complejos ADN-topo, que serían los responsables de 
la generación de roturas de doble cadena. Para evaluar esta posibilidad, se realizó el ensayo 
TARDIS (Figura 5 del artículo adjunto (Figura 70)). No se observó la formación de complejos 
ADN-topo a las 2 h de exposición, pero sí cuando el tiempo de exposición fue más prolongado 
(24h). Teniendo en cuenta que estudios recientes han observado que las topos juegan un papel 
importante en la fragmentación del ADN durante la apoptosis91,92 y que estas lactonas solamente 
indujeron complejos ADN-topo cuando el tiempo de exposición fue prolongado, hizo pensar 
que estos complejos podrían deberse a la inducción de apoptosis por estas lactonas. Para valorar 
esta posibilidad, se realizó un experimento de citometría de flujo usando el ensayo de Anexina 
V-FITC (Figura 6 del artículo adjunto (Figura 71)). Los resultados obtenidos fueron muy 
distintos según la lactona a la que fueron expuestas las células. Aproximadamente el 50% de las 
células expuestas 24h a 2-pirona sufrieron apoptosis, por tanto, los complejos ADN-topo 
observados a ese mismo tiempo de exposición podrían haberse debido principalmente a la 
participación de las topoisomerasas en la fragmentación del ADN durante la apoptosis. Sin 
embargo, la exposición a 2-furanona indujo una muerte celular mayoritariamente por necrosis, 
lo que descartó que la apoptosis estuviese involucrada en la formación de los complejos ADN-
topo demostrada por 2-furanona.  
A pesar de que estas lactonas tienen capacidad de dañar el ADN y actividad 
anticancerosa, es necesario tener en cuenta que las concentraciones a las que mostraron dichas 
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actividades fueron del rango milimolar para poder entender la participación de estas lactonas en 
la actividad de los compuestos que las contienen en su estructura.  Un ejemplo de la importancia 
de este hecho son los heterósidos cardiotónicos. En el apartado anterior se puede ver como estos 
compuestos tienen actividad anticancerosa a rangos de concentraciones nanomolares, por lo que 
se puede decir que la actividad de estos heterósidos no está mediada por sus lactonas. De todas 
formas, saber que estas lactonas inducen daño en el ADN y presentan actividad anticancerosa 
podría ayudar a predecir la actividad de compuestos que las contengan en sus estructuras y que 
no hayan sido estudiados todavía.  
En conclusión, las lactonas α,β-insaturadas 2-furanona y 2-pirona mostraron mayor 
actividad citotóxica sobre células de cáncer que sobre células normales de pulmón. Estas 
lactonas indujeron daño en el ADN, que podría estar mediado en parte por las enzimas ADN 
topoisomerasas. Este daño en el ADN puede ser reparado por la recombinación homóloga. Estos 
resultados pueden ayudar a entender la actividad anticancerosa y/o de dañar el ADN de aquellos 
compuestos que las contengan en su estructura, ayudando a la predicción de estas actividades en 
los compuestos que no hayan sido estudiados todavía.  
Todos estos resultados se han incluido en el artículo titulado Alpha, beta-unsaturated 
lactones 2-furanone and 2-pyrone induce cellular DA damage, formation of topoisomerase I- 
and II-DA complexes and cancer cell death, el cual se encuentra en fase de revisión en la 
revista Toxicology Letters, y que es adjuntado a continuación.  
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6.10. IHIBIDORES DE GLICÓLISIS 2-DEOXIGLUCOSA, DICLOROACETATO Y 
BROMOPIRUVATO. 
La inhibición de la glicólisis se encuentra entre las estrategias seguidas durante esta tesis 
para la búsqueda de nuevos fármacos anticancerosos más selectivos. Se ha demostrado que las 
células cancerosas dependen en mayor medida de la glicólisis que las células normales para 
poder cubrir sus necesidades energéticas y metabólicas40,187. Se piensa que la inhibición de la 
glicólisis provocaría una desestabilización metabólica en las células cancerosas que induciría su 
muerte celular, mientras que las células normales no se verían afectadas25,76. Entre los primeros 
inhibidores de glicólisis estudiados se encuentran la 2-deoxiglucosa (2DG), el dicloroacetato 
(DCA) y el bromopiruvato (BrP) (Figura 72)188. La 2DG es un análogo de la glucosa que actúa 
inhibiendo de forma no competitiva a la hexoquinasa y de forma competitiva a la fosfoglucosa 
isomerasa, las dos primeras enzimas de la ruta glicolítica, por lo que inhibe la glicólisis. Esto 
hace que las células dependan de la fosforilación oxidativa para poder producir energía en forma 
de ATP. El BrP también actúa inhibiendo a la hexoquinasa, por lo que también inhibe a la 
glicólisis desde el inicio de la ruta. A diferencia de estos dos inhibidores, el DCA actúa en un 
punto más avanzado de la glicólisis. DCA actúa inhibiendo a la piruvato dehidrogenasa kinasa 
(PDK). PDK es un regulador negativo de la piruvato dehidrogenasa (PDH) (enzima que cataliza 
el paso de piruvato a acetil-CoA necesario para su entrada en el ciclo de ácidos tricarboxílicos), 
por lo que el piruvato es desviado hacia la producción de lactato, resultando en la desviación del 
metabolismo desde la fosforilación oxidativa hacia la glicólisis. La inhibición de PDK por DCA 
induce la activación de PDH, incrementando el metabolismo del piruvato hacia acetil-CoA, 







Figura 72. Estructura química de los inhibidores de la glicólisis 2-deoxiglucosa, 
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6.10.1. Evaluación de la actividad anticancerosa de 2-deoxiglucosa, dicloroacetato y 
bromopiruvato. 
Los tres inhibidores han demostrado tener actividad citotóxica frente a una gran variedad 
de células cancerosas tanto in vitro como in vivo44,189-195, lo que ha hecho que DCA y 2DG 
hayan entrado en distintos estudios clínicos (para mayor información: www.clinicaltrials.gov). 
Sin embargo, no está clara la actividad selectiva de estos compuestos frente a células 
cancerosas. Washington y cols.195 estudiaron la influencia de DCA sobre la viabilidad celular de 
varias líneas celulares normales y cancerosas, observando que algunas de las líneas celulares 
normales se vieron afectadas del mismo modo que las células cancerosas. Por otra parte, 
Madhok y cols45 observaron que a concentraciones bajas, DCA mostró mayor actividad 
citotóxica sobre células cancerosas que sobre células normales. Con el objetivo de aclarar esta 
diferencias de selectividad y teniendo en cuenta que el objetivo principal de esta tesis es la 
búsqueda de nuevos fármacos contra el cáncer de pulmón, se evaluó la actividad anticancerosa 
de estos tres inhibidores de la glicólisis mediante el ensayo de viabilidad celular MTT en células 
de pulmón. Para ello, células normales MRC-5 y células cancerosas A549 de pulmón fueron 
expuestas a estos tres inhibidores durante 48 h. La Figura 73 muestra los resultados obtenidos 
con estos inhibidores. Ninguno de los tres inhibidores mostró mayor citotoxicidad sobre células 
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Figura 73. Evaluación de la citotoxicidad de inhibidores de glicólisis en células de 
pulmón. Células cancerosas A549 y células normales MRC-5 fueron expuestas a 2DG (A), DCA 
(B) y BrP (C) durante 48 h (MTT).  
 
Estos resultados no apoyan la idea de que los inhibidores de la glicólisis presentan 
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citotoxicidad de estos compuestos sobre otras líneas celulares: células de melanoma UACC-62 
frente a sus correspondientes células normales VH10 (Figura 74 y Tabla 17). En estas dos 
líneas, BrP volvió a mostrar igual citotoxicidad para ambas líneas celulares. Sin embargo, tanto 





















Figura 74. Evaluación de la citotoxicidad de inhibidores de glicólisis en células de piel. 
Células cancerosas UACC-62 y células normales VH10 fueron expuestas a 2DG (A), DCA (B) y 
BrP (C) durante 48 h (MTT).  
 
La falta de selectividad mostrada por BrP podría deberse a que este compuesto también es 
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Por tanto, BrP estaría actuando impidiendo la síntesis de ATP tanto a nivel de la glicólisis como 
a nivel de la fosforilación oxidativa, lo que explicaría que este compuesto haya resultado tan 
citotóxico en las cuatro líneas celulares aquí ensayadas.  
 
IC50 (media ± SEM; mM) 
Compuesto 
MRC-5  A549  VH10  UACC-62 
2DG 2,63 ± 1,24 6,97 ± 2,63 ˃32 0,97  ± 0,13 
DCA 40,67 ± 7,55 46,07 ± 7,15 ˃100 20,82 ± 0,93 
BrP 0,21 ± 0,04 0,27 ± 0,06 0,05 ± 0,00 0,06 ± 0,00 
Tabla 17. Valores de IC50 (media ± SEM; mM) de las diferentes líneas celulares tras 48 
h de exposición a los distintos inhibidores de glicólisis.  
 
La diferencia de selectividad de 2DG y DCA dependiendo del tipo de línea celular podría 
deberse a la capacidad de cada línea para resistir el cambio metabólico inducido por estos 
compuestos, así como a la dependencia de la glicólisis de cada línea celular. Para comprobar 
esto último, se midieron las concentraciones de lactato (producto final de la glicólisis) y de 
glucosa (producto inicial de la glicólisis) en las cuatro líneas celulares. Los resultados obtenidos 
están recogidos en la Figura 75, en la que se puede observar como UACC-62 fue la línea celular 
que produjo mayores niveles de lactato y consumió mayores niveles de glucosa, por tanto, fue la 
línea con mayor actividad glicolítica. Esta mayor actividad glicolítica podría explicar el por qué 
las células UACC-62 fueron también las células con mayor sensibilidad a los inhibidores de la 









Figura 75. Concentraciones (mM) de lactato producido y de glucosa consumida por las 
diferentes líneas celulares. Esta figura recoge las concentraciones de lactato producido y 
glucosa consumida durante 8 horas por las  cuatro líneas celulares.  
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6.10.2. Evaluación de la combinación de inhibidores de la glicólisis y agentes 
prooxidantes.  
Los resultados obtenidos en el apartado anterior sugieren que la inhibición de la glicólisis 
por si sola no es suficiente para causar una muerte selectiva de células cancerosas, salvo en 
aquellos cánceres más sensibles al cambio metabólico inducido por la inhibición de la glicólisis. 
Sin embargo, estos inhibidores podrían ser útiles en combinación con otros compuestos. Se sabe 
que uno de los papeles de la glicólisis es ayudar a mantener el nivel de las EROs. Las células 
cancerosas tienen elevados niveles basales de EROs por lo que dependen de la glicólisis, entre 
otros mecanismos, para poder mantenerlos dentro del umbral no tóxico. La inhibición de la 
glicólisis podría hacer a las células cancerosas más susceptibles al estrés oxidativo, por lo que la 
combinación de inhibidores de glicólisis con agentes prooxidantes podría presentar un efecto 
sinérgico25. Por tanto, aunque los inhibidores de glicólisis evaluados aquí no han mostrado una 
actividad anticancerosa selectiva frente a células de cáncer de pulmón, podrían contribuir a 
aumentar la selectividad de agentes prooxidantes, como el pirogalol. Para comprobar esta 
posibilidad, fibroblastos normales de pulmón MRC-5 y células de adenocarcinoma de pulmón 
A549 fueron expuestos a los inhibidores de glicólisis (DCA y 2DG) durante 4 horas, tras las 
cuales fue adicionado el agente prooxidante pirogalol (PG). Tras 4 horas de tratamiento en 
combinación, se retiró el tratamiento y las células fueron incubadas durante 40 horas más. 
Finalmente, la viabilidad celular fue medida mediante el ensayo MTT. Los resultados están 
recogidos en la Figura 76. Tanto DCA como 2DG aumentaron, a concentraciones ligeramente 









Figura 76. Actividad citotóxica de los inhibidores glicólisis DCA y 2DG en combinación 
con el agente prooxidante PG. Las células cancerosas A549 y las células normales MRC-5 
fueron expuestas 4 h a los inhibidores de glicólisis. Tras ese tiempo, PG fue adicionado a las 
células. Finalmente, tras 4 horas de tratamiento combinado, éste fue retirado y las células 
fueron incubadas 40 h libres de compuestos (ensayo MTT). 
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En conclusión, aunque la glicólisis es una posible nueva diana terapéutica, los inhibidores 
de glicólisis más conocidos actualmente (bromopiruvato, 2-deoxiglucosa y dicloroacetato) no 
poseen la misma actividad anticancerosa selectiva frente a todos los tipos de células cancerosas, 
tanto en las utilizadas durante esta tesis, como en otros estudios45,195. Por tanto, la utilidad de 
estos inhibidores se limita a tipos específicos de cáncer. Sin embargo, la combinación de estos 
inhibidores con agentes prooxidantes podría potenciar el efecto anticanceroso selectivo de estos 
últimos.  
 
6.11. ATAGOISTAS DEL RECEPTOR EUROKIIA-1 (K-1).  
En la búsqueda de nuevos fármacos anticancerosos más selectivos, la comprensión de la 
biología y el microambiente de los tumores es una herramienta básica para la identificación de 
nuevas dianas terapéuticas. Fruto de esta investigación ha sido el descubrimiento del papel que 
juegan determinados péptidos, como la sustancia P, en el cáncer197,198. 
La sustancia P (SP) es un undecapéptido de origen natural que pertenece a la familia de 
las taquicininas197. La acción biológica de esta familia de taquicininas está mediada por  los 
receptores de neurokinina (NK) que están asociados a proteína G. Existen tres tipos de 
receptores: NK-1, NK-2 y NK-3; teniendo la SP mayor afinidad por el receptor NK-1. El 
receptor NK-1 se encuentra distribuido en el sistema nervioso central, el sistema nervioso 
periférico y el sistema circulatorio de los mamíferos. La activación de este receptor por la SP 
está involucrada en la regulación de diversos procesos biológicos (como el dolor y la 
inflamación), participando en la regulación de condiciones inflamatorias (como migraña, asma, 
etc.), del reflejo nauseoso y de determinados desórdenes del sistema nervioso central (como la 
ansiedad y la depresión). Como consecuencia, la industria farmacéutica ha empezado a 
desarrollar antagonistas de receptores NK-1 para el tratamiento de  los desórdenes fisiológicos 
en los que están involucrados. El primer antagonista de los receptores NK-1 comercializado fue 
el Aprepitant cuyo uso está indicado para el tratamiento de los vómitos y náuseas provocados 
por la quimioterapia199. 
Recientemente se ha descubierto que los receptores NK-1 juegan un papel importante en 
el desarrollo y mantenimiento de un microambiente favorable para los tumores197,198. La 
activación de estos receptores ha sido asociada con procesos de mitogénesis, angiogénesis, 
migración celular y metástasis. De hecho, datos recientes indican que los receptores NK-1 están 
sobreexpresados en una gran variedad de tipos de cáncer, incluyendo cáncer de mama, de 
pulmón, de ovario, de próstata, leucemias, entre otros197,198,200,201. Incluso se ha llegado a 
establecer una posible correlación entre la expresión de estos receptores y el grado de 
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malignidad de las células tumorales. Todos estos datos sugieren que los receptores NK-1 
podrían ser una nueva diana terapéutica en el tratamiento del cáncer.  
Con este objetivo, el grupo de investigación de la Dra. Inmaculada Fernández Fernández 
del departamento de Química Orgánica y Farmacéutica de la Universidad de Sevilla junto con el 
grupo de investigación del Dr. Noureddine Khiar del Centro Superior de Investigaciones 
Científicas de Sevilla han elaborado una librería de antagonistas del receptor NK-1 a partir de 
modificaciones del que se piensa es el farmacóforo de este tipo de receptor, el 2-amino-4H-
pirano (Figura 77). Durante esta tesis se ha realizado un cribado o screening de la posible 
actividad anticancerosa selectiva de 26 nuevos antagonistas del receptor NK-1. La síntesis de 
estos compuestos se encuentra en proceso de ser patentado. Por este motivo, el nombre químico 
de los compuestos no es recogido en este texto, sino que a cada compuesto se le otorga un 
nombre en clave. Como control fue utilizado el primer antagonista no peptídico del receptor 






Figura 77. Estructura base para la elaboración de los antagonistas de receptores K-1 
ensayados durante esta tesis.  
 
6.11.1. Evaluación de la actividad anticancerosa de una nueva serie de antagonistas del 
receptor K-1. 
Puesto que el objetivo de esta tesis es la búsqueda de fármacos más selectivos en el 
tratamiento de cáncer de pulmón, el screening de estos nuevos antagonistas fue realizado 
mediante el ensayo de viabilidad celular MTT en células pulmonares: células cancerosas A549 
y células no malignas MRC-5. Ambos tipos celulares fueron expuestos a distintas 
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Figura 78. Actividad citotóxica mostrada por antagonistas del receptor K-1. Células 
cancerosas A549 (-■-) y células no malignas MRC-5 (-○-) fueron tratadas durante 48 h y su 
viabilidad celular medida mediante el ensayo MTT.   
A) B) C) 
D) E) F) 
G) H) I) 
J) K) L) 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 356 - 
 
Figura 79. Actividad citotóxica mostrada por antagonistas del receptor K-1. Células 
cancerosas A549 (-■-) y células no malignas MRC-5 (-○-) fueron tratadas durante 48 h y su 
viabilidad celular medida mediante el ensayo MTT.   
A) B) C) 
D) E) F) 
G) H) I) 
J) K) L) 
  6. RESULTADOS Y DISCUSIÓ 
 - 357 - 
 
Figura 80. Actividad citotóxica mostrada por antagonistas del receptor K-1. Células 
cancerosas A549 (-■-) y células no malignas MRC-5 (-○-) fueron tratadas durante 48 h y su 
viabilidad celular medida mediante el ensayo MTT.   
 
Teniendo en cuenta las IC50 para ambas líneas celulares (Tabla 18) y el perfil de la curva 
de viabilidad celular (Figuras 78-80) se pueden clasificar a los antagonistas de receptores NK-1 
aquí ensayados en función de su actividad citotóxica selectiva frente a células cancerosas A549 
en 4 categorías: 
* No selectivos: los compuestos INKA1(R) (Figura 78B), INKA1.ona (Figura 78D) e 
INKA2(S) (Figura 78F) no mostraron una mayor actividad citotóxica frente a células cancerosas 
que frente a células normales, por lo que fueron igual de citotóxicos para ambas líneas celulares. 
Cabe destacar que la citotoxicidad de estos compuestos fue menor que la del compuesto 
referencia CP-96345, siendo el compuesto INKA2(S) el que presentó menor actividad 
citotóxica.  
* Ligera selectividad: los compuestos INKA1.AcF3 (Figura 78C), INKA1(S).Ac (Figura 
78E), INKA9 (Figura 78J), INKA23 (Figura 79A), INKA57 (Figura 79B), INKA85 (Figura 
79D), INKA116 (Figura 79E) e INKB117 (Figura 79K) mostraron una ligera actividad 
citotóxica selectiva sobre células cancerosas, al igual que el compuesto referencia CP-96345. La 
actividad citotóxica sobre células cancerosas A549 de los compuestos INKA1.AcF3, 
INKA1(S).Ac, INKA9 e INKA57 fue menor que la actividad citotóxica del compuesto 
referencia CP-96345, destacando que el compuesto INKA9 fue el compuesto con la menor 
actividad citotóxica de todos los antagonistas testados. Los compuestos INKA23, INKA85, 
INKA116 e INKB117 mostraron una actividad citotóxica sobre células A549 similar al 
compuesto de referencia. El compuesto INKB117 fue el compuesto que presentó mayor 
actividad anticancerosa selectiva en este grupo de compuestos. 
A) B) C) 
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* Modesta selectividad: los compuestos INKA2(R) (Figura 78G), INKA3(R) (Figura 78I), 
INKA3(S) (Figura 78H), INKA10 (Figura 78K), INKA11 (Figura 78L), INKA59 (Figura 79C), 
INKB21d (Figura 79G) e INKB72 (Figura 79J) mostraron una modesta actividad anticancerosa 
selectiva frente a células cancerosas A549, siendo mayor que la selectividad demostrada por el 
compuesto referencia CP-96345. Sin embargo, la actividad citotóxica frente a células A549 de 
los compuestos INKA2(R), INKA3(R), INKA3(S), e INKB21d fue menor que la del compuesto 
de referencia, mientras que la citotoxicidad de los compuestos INKA10, INKA11 e INKB72 fue 
superior. El compuesto INKA59 demostró un perfil citotóxico frente a células A549 similar al 
del compuesto de referencia.  
* Notable selectividad: los compuestos INKB21c (Figura 79F), INKB30a (Figura 79H), 
INKB30b (Figura 79I), INKB222a (Figura 79L), INKB222b (Figura 80A), INKB300a (Figura 
80B), e INKB300b (Figura 80C) mostraron una notable actividad citotóxica selectiva sobre 
células cancerosas, siendo bastante mayor que la selectividad observada para el compuesto 
referencia CP-96345. Al igual que ocurría con alguno de los compuestos del párrafo anterior, a 
pesar de la mayor selectividad demostrada por estos compuestos, los compuestos INKB21c, 
INKB30b, INKB222a e INKB222b presentaron una menor actividad citotóxica sobre células 
A549 que el compuesto de referencia. Sin embargo, los compuestos INKB30a, INKB300a e 
INKB300b presentaron mayor actividad citotóxica sobre células A549 que el compuesto de 
referencia. 
Como se ha comentado anteriormente, datos recientes demuestran que las células 
cancerosas presentan mayores niveles de receptores NK-1 que las células normales198,200. Muñoz 
y cols 200 observaron que varias líneas celulares de cáncer de pulmón presentaban entre 30-60 
veces mayores niveles de expresión del receptor NK-1 que células normales y que la activación 
de estos receptores era necesaria para la proliferación y viabilidad de estas células cancerosas. 
Esto puede explicar la mayor actividad citotóxica frente a células cancerosas de pulmón que 
frente a células normales demostrada por algunos de los antagonistas aquí testados. Sin 
embargo, la diferencia de selectividad demostrada entre los antagonistas ensayados hizo pensar 
que quizás estos compuestos también pudiesen inducir efectos citotóxicos selectivos por 
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CP-96345 57,9 ± 8,1 46,8 ± 8,9 - 
INKA1(R)  204,5 ± 5,2 162,6 ± 8,8 * 
INKA1.AcF3 130,2 ± 6,4 76,5 ± 6,5 * 
INKA1.ona 140,4 ± 20,6 148,3  ± 12,9 - 
INKA1(S).Ac 136,2 ± 16,2 107,7 ± 11,5 - 
INKA2(S) 112,1 ± 17,1 136,5 ± 21,9 - 
INKA2(R)  424,7 ± 55,1 195,6 ± 2,3 - 
INKA3(S) 429,7 ± 29,8 156,4 ± 2,1 ** 
INKA3(R) ˃ 1000 507,8 ± 12,8 - 
INKA9 824,6 ± 181,2  536,2 ± 31,4 - 
INKA10 58,3 ± 6,5 22,7 ± 0,7 * 
INKA.11 67,4 ± 6,3 29,4 ± 3,9 ** 
INKA.23 44,3 ± 4,4 23,6 ± 1,3 * 
INKA.57 82,9 ± 6,9 52,0 ± 4,1 * 
INKA.59 112,5 ± 15,4 53,1 ± 2,3 * 
INKA.85 59,9 ± 3,7  49,7 ± 7,1 - 
INKA.116 48,9 ± 0,4 35,0 ± 3,5 * 
INKB21c 192,2 ± 27,9 42,9 ± 9,2 ** 
INKB21d 134,4 ± 8,7 49,9 ± 3,0 * 
INKB30a 131,6 ± 16,8 42,7 ± 3,5 * 
INKB30b 159,7 ± 8,7 50,6 ± 5,3 ** 
INKB72 50,4 ± 3,3 20,8 ± 4,0 ** 
INKB117 56,2 ± 2,4 31,4 ± 5,6 ** 
INKB222a 501,0 ± 62,0 133,5 ± 35,2 * 
INKB222Bb ˃ 1000 59,3 ± 11,0 - 
INKB300a 141,2 ± 1,8 28,0 ± 6,9 ** 
INKB300b 120,1 ± 3,5 19,3 ± 7,9 ** 
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6.11.2. Implicación de otros mecanismos en la actividad anticancerosa de una nueva 
serie de antagonistas del receptor K-1. 
 La generación de EROs y la inhibición de la glicólisis son posibles mecanismos de 
selectividad anticancerosa25. Para comprobar si los antagonistas del receptor NK-1 pueden 
inducir la generación de EROs y/o la inhibición de la glicólisis como efectos citotóxicos, se 
escogió el compuesto INKB300b para la realización de los experimentos. Se escogió este 
compuesto debido a que destacó sobre los demás antagonistas por ser el que presentó mejor 
relación selectividad/citotoxicidad, con un valor de IC50 que fue 6 veces menor para células 
cancerosas que para las células no malignas.  
Para valorar si la formación de EROs estaba involucrada en el efecto citotóxico de 
INKB300b, células A549 fueron expuestas a este antagonista en presencia o ausencia de 
antioxidantes (MnTMPyP, NAC y catalasa) durante 48 h (Figura 81). La viabilidad celular fue 
medida mediante el ensayo MTT. Ninguno de los antioxidantes redujo la citotoxicidad de 
INKB300b, lo que sugiere que la generación de EROs no está involucrada en el mecanismo 
citotóxico de este compuesto.  
La evaluación de la capacidad de inhibir la glicólisis por INKB300b fue realizada 
mediante la medición de los niveles de glucosa (producto inicial de la glicólisis) y lactato 
(producto final de la glicólisis) en células A549 que fueron expuestas 8 h a 32 µM de 
INKB300b. Como control positivo se utilizó el inhibidor de la glicólisis dicloroacetato. 
INKB300b no demostró actuar inhibiendo la glicólisis, como se puede observar en la Figura 81.  
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Figura 81. Papel de la generación de EROs y la inhibición de la glicólisis en el 
mecanismo de citotoxicidad del antagonista del receptor K-1 IKB300b. Células A549 fueron 
expuestas al compuesto IKB300b durante 48 h en presencia o ausencia del mimético 
superóxido dismutasa MnTMPyP (A), de catalasa (B) y de n-acetilcisteína (AC) (C), los 
cuales fueron añadidos una hora antes al IKB300b. inguno de los antioxidantes demostró 
disminuir el efecto citotóxico del compuesto IKB300b. D) Porcentaje de producción y E) 
porcentaje de consumo de glucosa en células A549 expuestas 8 h al IKB300b y dicloroacteato 






A) C) B) 
D) E) 
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Por otra parte, se sabe que el bloqueo de los receptores NK-1 induce la inhibición de la 
proliferación celular y de la síntesis de ADN a través de la vía MAPK197. La inhibición de la 
síntesis de ADN es uno de los mecanismos de acción más comunes entre los fármacos 
antitumorales utilizados en clínica, como los antimetabolitos. Esta inhibición de la síntesis de 
ADN puede inducir paradas de la horquilla de replicación que pueden acabar desencadenando 
daño en el ADN. En condiciones normales este daño suele ser reparado por la Recombinación 
Homóloga (HR)202. Sin embargo, se sabe que ciertos tipos de tumores son defectuosos en esta 
vía de reparación, haciéndolos más sensibles a este tipo de fármacos24. Esto datos sugieren que 
la inhibición de la síntesis de ADN por el bloqueo de los receptores NK-1 podría estar 
desencadenando daño en el ADN en cuya reparación estaría involucrada la HR. Para comprobar 
esta posibilidad, células VC8 (células con HR no funcional debido a que presentan mutaciones 
de la proteína BRCA2) y células VC8B2 (células con HR funcional) fueron tratadas con 
diferentas concentraciones de este antagonista del receptor NK-1 durante 24 horas. Transcurrido 
ese tiempo, las células se incubaron libres del compuesto durante 48 horas para permitir la 
acción de la HR. Finalizado este tiempo, se cuantificó la viabilidad celular mediante el ensayo 
MTT (Figura 82). La viabilidad de células deficientes en HR se vio afectada en mayor medida 
que la viabilidad de células no deficientes en HR tras el tratamiento con INKB300b. Los valores 
de IC50 (media ± SEM; µM) fueron 63,7 ± 11,1 y 36,5 ± 4,9 para células no deficientes VC8-
B2 y células deficientes VC8, respectivamente.  Estos datos sugieren que el bloqueo del 
receptor NK-1 por INKB300b desencadena daño en el ADN, en cuya reparación está 
involucrada la HR. Estos resultados sugieren que cánceres con deficiencias en HR podrían ser 
más sensibles a antagonistas del receptor NK-1 como el INKB300b. Por otro lado, para 
comprobar si otras vías de reparación estaban involucradas en la actividad citotóxica de 
INKB300b, células deficientes en BER, NER y NHEJ y sus respectivas células parentales (no 
deficientes) fueron tratadas con INKB300b en las mismas condiciones comentadas 
anteriormente. Ninguna de estas vías de reparación estuvo involucrada en la actividad de 
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Figura 82. Evaluación del papel de la recombinación homóloga (HR) en la citotoxicidad 
del antagonista del receptor K-1 IKB300b. Líneas deficientes en HR (VC8, -■-) y células no 
deficientes (VC8B2, -○-) fueron expuestas 24 h a distintas concentraciones de IKB300b. 
Posteriormente, se retiró el tratamiento y se permitió la recuperación durante 48 h. Finalmente, 
la viabilidad celular fue medida a través del ensayo MTT. 
 
6.11.3. El antagonista del receptor K-1 IKB300b muestra actividad anticancerosa 
selectiva frente a cáncer de mama y melanoma. 
Finalmente, se evaluó si la selectividad mostrada por INKB300b en células de cáncer de 
pulmón también se observaba en otros tipos de células cancerosas. Mediante el ensayo MTT se 
evaluó la viabilidad celular de células cancerosas de mama MCF-7 y de melanoma UACC-62 
frente a la viabilidad de células no malignas de mama MCF10 y piel VH10 tras un tratamiento 
de 48 h con INKB300b (Figura 83). Este compuesto también demostró mayor actividad 
citotóxica sobre células cancerosas de mama y melanoma que sobre células normales de mama 
y piel. Los valores de IC50 (media ± SEM; µM) para células cancerosas de mama y melanoma 
fueron muy similares al obtenido sobre células cancerosas de pulmón, siendo 23,9 ± 5,0; 31,9 ± 
6,0 y 19,3 ± 7,9 para células cáncer de mama MCF7, células melanoma UACC-62 y células 
cáncer de pulmón A459 respectivamente. El valor de IC50 (media ± SEM; µM)  hacia células 
no malignas de piel VH10 fue muy similar al obtenido sobre células no malignas de pulmón 
MRC-5, siendo 117,9 ± 12,3 y 120,1 ± 3,5 respectivamente, mientras que las células no 
malignas de mama MCF10 mostraron mayor resistencia con unos valores de 291,3 ± 52,6. 
INKB300b también demostró mayor actividad citotóxica sobre células de melanoma que el 
control positivo 5-FU. Aunque en el caso de las células de cáncer de mama, INKB300b 
demostró menor actividad citotóxica que 5-FU, sin embargo, mostró mayor actividad selectiva 
que 5-FU, el cual no mostró selectividad (Tabla 19).  
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Figura 83. Células de cáncer de mama MCF7 y de melanoma UACC-62 son más 
sensibles que células normales de mama MCF10 y de piel VH10 al antagonista del receptor 
K-1 IKB300b. Porcentaje de viabilidad celular (media ± SEM) en MCF10 y MCF7 (A) y 
VH10 y UACC-62 (B) tras al exposición al IKB300b por 48 horas (ensayo MTT).  
 
IC50 (media ± SEM; µM) 
Compuesto 
MCF10 MCF7 p VH-10 UACC62 p 
INKB300b 291,3 ± 52,6 23,9 ± 5,0 * 117,9 ± 12,3 31,9 ± 6,0 * 
5-FU ˂0,1 0,1 ± 0 - ˃1000 196 ± 190 - 
Tabla 19. Valores de IC50 (media ± SEM; µM)  de las diferentes líneas celulares tras 48 
h de exposición al antagonista del receptor K-1 IKB300b.  
 
En conclusión, los antagonistas de receptores NK-1 aquí evaluados han demostrado 
actividad anticancerosa selectiva frente a células de adenocarcinoma de pulmón. El compuesto 
con mayor selectividad, el INKB300b, también demostró actividad citotóxica selectiva frente a 
células de cáncer de mama y células de melanoma. Esta citotoxicidad de INKB300b podría 
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6.12. OTROS.   
Una de las estrategias seguidas para la búsqueda de nuevos fármacos anticancerosos 
selectivos ha sido la realización de un cribado de compuestos de naturaleza muy distinta entre 
sí. En este cribado se han incluído tanto compuestos naturales como compuestos sintéticos.  
 
6.12.1. Cribado de agentes prooxidantes.  
Anteriormente fue discutido que una de las estrategias seleccionadas durante esta tesis 
para la búsqueda de nuevos fármacos anticancerosos selectivos fue la utilización de agentes 
prooxidantes. La posible selectividad de estos compuestos sobre células cancerosas se debe a 
que éstas presentan unos niveles basales de estrés oxidativo más elevados que las células 
normales. Un aporte exógeno específico de EROs a través de estos agentes prooxidantes puede 
conducir a un aumento del estrés oxidativo en las células cancerosas hasta niveles citotóxicos 
sin que las células normales se vean afectadas33,36. En los apartados anteriores, agentes 
prooxidantes como el ácido clorogénico, el HTY (y sus derivados sintéticos) y el pirogalol (y 
moléculas que lo contienen en su estructura) han demostrado poseer actividad anticancerosa 
selectiva sobre células cancerosas de pulmón A549 debido a su capacidad de generar EROs. 
Otros compuestos estudiados durante esta tesis (como heterósidos cardiotónicos) al igual que 
fármacos anticancerosos utilizados en clínica (como el paclitaxel) han demostrado que en su 
actividad citotóxica puede estar involucrada la formación de EROs72,203.  
Al inicio de este trabajo, se comentó que durante esta tesis se ha colaborado en la 
realización de una revisión de los productos naturales con actividad prooxidantes que han 
demostrado actividad anticancerosa72. Con ayuda de esta revisión se escogieron una serie de 
compuestos prooxidantes para la evaluación de su posible actividad anticancerosa selectiva. 
Para la realización de este cribado o screening, células cancerosas de pulmón A549 y células no 
malignas de pulmón MRC-5 fueron expuestas bajo las mismas condiciones a varias 
concentraciones de los compuestos ensayados durante 48 horas. Tras el tiempo de exposición, la 
cuantificación de la viabilidad celular se llevó a cabo mediante el ensayo colorimétrico MTT. 
En este cribado se evaluó la actividad de compuestos prooxidantes conocidos, como la 
curcumina o el ácido ascórbico (Figura 84), y de nuevos compuestos, ya sean sintéticos o 
aislados por primera vez de la naturaleza. Los nuevos compuestos sintéticos fueron una serie de 
compuestos derivados del sulforafano que fueron sintetizados por el grupo de investigación de 
la Dra. Inmaculada Férnandez Fernández del Dr. Noureddine Khiar. Los nuevos compuestos de 
origen natural fueron una serie de nuevas moléculas terpénicas aisladas de distintas especies de 
plantas y algas. La evaluación de la posible actividad anticancerosa de estos nuevos compuestos 
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terpénicos fue fruto de la colaboración con el grupo de la Dra. Virginia Motilva del 
departamento de farmacología de la facultad de farmacia de la Universidad de Sevilla. En total 
fueron evaluados 16 nuevos compuestos terpénicos. Los resultados de estos compuestos 
terpénicos no se encuentran reflejados en esta tesis debido a que tanto su estructura como 











Figura 84. Estructura química de algunos de los compuestos prooxidantes ensayados.  
 
Los resultados obtenidos durante el screening se encuentran recogidos en la Figura 85 y 
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Figura 85. Screening de la actividad anticancerosa selectiva de una serie de compuestos 
prooxidantes. Células cancerosas A549 (-■-) y células normales MRC-5 (-○-) fueron expuestas 
a un rango de concentraciones de compuestos conocidos (A-E) y de una serie de nuevos 
derivados sintéticos del sulforafano (F-K) durante 48 h. La viabilidad celular fue medida 
mediante el ensayo MTT.  
A) B) C) 
D) E) F) 
G) H) I) 
J) K) 
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La curcumina es un polifenol que se obtiene de la planta Curcuma longa. El rizoma 
pulverizado de esta planta es un ingrediente muy común en la cocina asiática y también es muy 
utilizado en la medicina tradicional asiática. En los últimos años, se ha empezado a valorar la 
posible actividad anticancerosa de la curcumina debido a su actividad prooxidante204-210. Sin 
embargo, durante el screening llevado a cabo durante esta tesis, curcumina no demostró tener 
actividad citotóxica selectiva, siendo igual de citotóxico para ambas líneas celulares (Figura 
85B). Esta falta de citotoxicidad también fue observada por miricetina (Figura 85C), otro 
compuesto polifenólico que posee actividad prooxidante53,211. 
Por otra parte, tanto el ácido ascórbico como resveratrol demostraron actividad citotóxica 
selectiva sobre células cancerosas A549 (Figuras 85A y 85D respectivamente). El ácido 
ascórbico o vitamina C es una vitamina hidrosoluble esencial en numerosas reacciones 
metabólicas y es uno de los principales antioxidantes presentes en la dieta. En los últimos años 
se le ha asociado actividad anticancerosa debido a su capacidad de generar estrés 
oxidativo35,212,213. Por este motivo, numerosos ensayos clínicos han sido iniciados para 
determinar la utilidad de esta vitamina en el tratamiento del cáncer, incluyendo estudios en 
cáncer de colon, mieloma múltiple y leucemias214,215 (para más detalles: www.clinicaltrials.gov). 
En el screening aquí realizado, vitamina C demostró ser más citotóxico frente a células de 
cáncer de pulmón que frente a células normales, siendo su IC50 aproximadamente 2,5 veces 
menor para células cancerosas que para células normales, destacando que a la concentración de 
1 mM, la viabilidad celular de las células cancerosas fue del 10% mientras que la viabilidad de 
las células normales apenas se vio afectada. Cabe destacar que aunque esta selectividad se ha 
observado a concentraciones elevadas (1 mM) de vitamina C, estas concentraciones se pueden 
alcanzar en plasma cuando se administra de forma intravenosa213. Estos resultados sugieren que 
vitamina C podría ser útil en el tratamiento del cáncer de pulmón, pudiendo justificar su entrada 
en ensayos clínicos en este tipo de cáncer. Por otro lado, el resveratrol es un estilbenoide 
natural, que se encuentra en la uva y sus derivados, que en los últimos años tiene numerosas 
actividades biológicas216, incluyendo actividad antitumoral217-219. De hecho, existen varios 
ensayos clínicos con esta molécula para el tratamiento de cáncer colorrectal y mieloma múltiple 
(para más detalles: www.clinicaltrials.gov). Esta posible actividad anticancerosa de resveratrol 
ha sido asociada a su capacidad de generar EROs217-219. Como ya se ha comentado, resveratrol 
demostró una actividad anticancerosa selectiva en el screening aquí realizado (Figura 85D), 
mostrando una IC50 para células cancerosas 4 veces menor que para células normales, 
posiblemente debida a su acción como agente prooxidante.  
Finalmente, otra molécula cuya actividad anticancerosa fue evaluada en este screening fue 
el sulforafano, y una serie de derivados sintéticos de él, cuya síntesis fue realizada por el grupo 
de investigación de la Dr. Inmaculada Fernández Fernández51. El sulforafano es un compuesto 
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organosulfurado que se puede encontrar en las crucíferas, como el brócoli. Varios estudios han 
demostrado la actividad anticancerosa de este compuesto organosulfurado220-222 y se encuentra 
en varios ensayos clínicos de cáncer de próstata y melanoma (para mayor detalle consultar: 
www.clinicaltrials.gov). Uno de sus posibles mecanismos de acción es la generación de EROs221 
y por ese motivo fue incluido en este screening. Aunque sulforafano demostró tener actividad 
citotóxica selectiva sobre células cancerosas de pulmón, esta selectividad fue menor que la 
mostrada por resveratrol y vitamina C (Figura 85). Los derivados sintéticos de sulforafano 
(Figuras 85F-85K) demostraron mayor actividad citotóxica que sulforafano, a excepción del 
compuesto nombrado como sulforafano.42 que mostró la misma actividad. Sin embargo, estos 
derivados fueron menos selectivos que sulforafano, a excepción de los compuestos 
sulforafano.42 y sulforafano.52 que mostraron una actividad anticancerosa selectiva similar a la 
del sulforafano.  
 




Ác. Ascórbico 1700,0 ± 100,0 700,0 ± 100,0 * 
Curcumina 16,4 ± 0,3 16,5 ± 0,7 - 
Miricetina 38,7 ± 3,1 53,6 ± 5,1 - 
Resveratrol 209,0 ± 37,9 48,1 ± 5,9 * 
Sulforafano 46,6 ± 2,2 19,6 ± 2,3 ** 
Sulforafano.42 40,8 ± 2,0  19,8 ± 0,1 ** 
Sulforafano.52 17,6 ± 1,4  7,5 ± 0,8 ** 
Sulforafano.58 16,9 ± 0,4  10,1 ± 1,7 * 
Sulforafano.71 18,5 ± 0,8  9,6 ± 1,3 ** 
Sulforafano.72 20,3 ± 0,4  12,0 ± 1,5 * 
Sulforafano.119 17,4 ± 0,4  9,8 ± 0,6 *** 
Tabla 20. Valores de IC50 (media ± SEM; µM) obtenidos del screening de agentes 
prooxidantes mediante el ensayo MTT.  
 
En conclusión, los compuestos prooxidantes ácido ascórbico, resveratrol, sulforafano y 
una serie de derivados sintéticos de sulforafano mostraron mayor citotoxicidad hacia células 
cancerosas de pulmón A549 que hacia células normales de pulmón MRC-5. El resveratrol fue el 
compuesto que presentó la mayor actividad anticancerosa selectiva. Para confirmar la actividad 
anticancerosa de resveratrol es necesario realizar estudios in vivo.  
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6.12.2. Análogos de glicoglicerolípidos y derivados de urea.  
En colaboración con el Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Farmacia de 
la Universidad de Sevilla, durante esta tesis se ha realizado un cribado o screening de la 
actividad anticancerosa de una nueva serie de compuestos químicos derivados de 
glicoglicerolípidos y de urea. Los glicoglicerolípidos son una clase de glicolípidos que forman 
parte de las membranas celulares vegetales y de la pared celular de bacterias. Consisten en la 
unión de uno o más monosacáridos y ácidos grasos a través de una molécula de glicerol. 
Numerosos glicoglicerolípidos tienen actividad farmacológica, incluyendo actividad 
antirretroviral, antiinflamatoria y antitumoral50,223,224. Por otra parte, compuestos químicos con 
grupos urea o tiourea han sido descritos con aplicación como insecticidas, antitumorales, 
antimicrobianos y antifúngicos48.  
Para evaluar la posible actividad anticancerosa de 6 nuevos análogos glicoglicerolípidos50 
y 5 nuevos derivados de urea48, se realizó un screening de estas moléculas mediante el ensayo 
de viabilidad celular MTT. Células normales MRC-5 y células cancerosas A549 fueron 
expuestas a diferentes concentraciones de estos compuestos durante 48 horas, tras las cuales se 
realizó el ensayo MTT (Figura 86 y Tabla 21.  
Los resultados obtenidos con los derivados glicoglicerolípidos se encuentran publicados 
en el artículo Stereoselective Dihydroxylation Reaction of Alkenyl β-D-Hexopyranosides: A 
Methodology for the Synthesis of Glycosylglycerol Derivatives and 1-OAcyl-3-O-β-D-glycosyl-
sn-glycerol Analogues, en la revista European Journal of Organic Chemistry (2012)50. De estos 
glicoglicerolípidos ensayados, los compuestos 59 y 63 demostraron el mismo efecto citotóxico 
sobre ambas líneas celulares (Figuras 86D y 86F, respectivamente). Sin embargo, el compuesto 
60, que solamente se diferencia de estos dos compuestos en la presencia de un grupo oleil, sí 
que presentó una ligera actividad citotóxica selectiva frente a células cancerosas, aunque su 
citotoxicidad fue menor (Figura 86E). El análogo glicoglicerolípido 58 demostró una ligera 
actividad citotóxica que fue ligeramente mayor frente a células cancerosas que frente a células 
normales (Figura 86C). También fueron evaluados dos análogos de glicoglicerol, compuestos 
27 y 36 (Figuras 86A y 86B, respectivamente). El compuesto 27 fue el compuesto con mayor 
actividad anticancerosa selectiva de estos análogos ensayados, mientras que el compuesto 36 
apenas demostró tener actividad citotóxica en ninguna de las líneas ensayadas.  
De los derivados de urea48, ninguno demostró tener actividad citotóxica selectiva sobre 
células cancerosas, demostrando igual citotoxicidad sobre ambas líneas celulares (Figuras 86G-
86K). Sin embargo, su actividad citotóxica fue mayor que la demostrada por los análogos 
glicoglicerolípidos comentados en el párrafo anterior.  
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Figura 86. Porcentaje de viabilidad celular de células A549 y MRC-5 expuestas a una 
serie de nuevos glicolípidos y derivados de ureas.  
 
A) B) C) 
D) E) F) 
G) H) I) 
J) K) 
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IC50 (media ± SEM; µM) 
Compuesto 
MRC-5 A549 
27 125,9 ± 15,1 63,58 ± 6,4 
36 - - 
58 - - 
59 46,6 ± 2,7 44,8 ± 1,3 
60 573,8 ± 13,9 362,0 ± 14,4 
Derivados 
glicerolípidos 
63 66,8 ± 11,1 82,0 ± 14,5 
45 1,2 ± 0,1 1,0 ± 0,3 
46 1,9 ± 0,3 4,0 ± 0,6 
47 2,0 ± 0,6 4,3 ± 0,2 
50 1,3 ± 0,1 2,7 ± 0,8 
Derivados de 
urea 
85 3,1 ± 0,2 3,9 ± 0,3 
Tabla 21. Valores de IC50 (media ± SEM; µM) obtenidos mediante el ensayo MTT tras 
48 h de exposición a los diferentes compuestos. 
 
A excepción del compuesto 27, los análogos de glicoglicerolípidos y derivados de urea 
aquí evaluados no presentaron actividad anticancerosa selectiva, por lo que no tienen una 
posible utilidad en el tratamiento del cáncer de pulmón. 
 
6.13. DISCUSIÓ GLOBAL.   
El cáncer es una enfermedad con una gran tasa de mortalidad debido a que un porcentaje 
elevado de cánceres se diagnostican cuando células de un tumor primario ya se han diseminado 
a través de la sangre o la linfa a otros tejidos del organismo. La principal forma de tratamiento 
en esta fase de la enfermedad es la quimioterapia, que consiste en administrar fármacos de 
forma sistémica con el objetivo de que alcancen y maten a las células tumorales. Pero la gran 
mayoría de estos fármacos son tóxicos tanto para las células tumorales como para las células 
sanas, lo que causa una alta toxicidad en el paciente y hace necesario reducir las dosis de estos 
fármacos a niveles que son poco efectivos8,10,12. Esta falta de selectividad de los fármacos 
anticancerosos hace que generalmente no se puedan alcanzar las concentraciones necesarias 
para conseguir la erradicación completa de las células cancerosas. Por ejemplo, el cisplatino  es 
un fármaco anticanceroso utilizado en el tratamiento de numerosos tipos de cáncer, como el de 
pulmón y el de mama. Cisplatino se administra por vía intravenosa, alcanzándose 
concentraciones plasmáticas en el rango 10-50 µM225,226. En la Figura I del Anexo I (datos 
obtenidos con el ensayo in vitro MTT) puede observarse que cisplatino, en ese rango de 
concentraciones, disminuye la viabilidad de células cancerosas de pulmón y mama hasta 
aproximadamente un 20-40%, pero también la de células no cancerosas hasta aproximadamente 
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un 40-60%. Este ejemplo muestra la poca selectividad de los fármacos antineoplásicos actuales, 
principal responsable de que el cáncer siga siendo un problema grave de salud sin resolver. El 
objetivo principal de esta tesis ha sido contribuir a la búsqueda de fármacos anticancerosos 
selectivos utilizando posibles estrategias que exploten los defectos en la reparación del daño en 
el ADN y las alteraciones metabólicas de las células cancerosas. Tras un análisis bibliográfico 
se seleccionaron más de 100 compuestos, y su posible actividad anticancerosa selectiva se 
ensayó en células cancerosas de pulmón y células no cancerosas de pulmón. Posteriormente se 
evaluaron posibles mecanismos implicados en la selectividad de los compuestos más activos y, 
finalmente, se utilizaron células cancerosas y no cancerosas de otros tejidos para confirmar la 
selectividad anticancerosa de los compuestos más prometedores. 
Una de las estrategias estuvo basada en la utilización de los defectos en los mecanismos 
de reparación del daño en el ADN para el tratamiento del cáncer de pulmón. Se sabe que 
determinados tipos de cáncer presentan defectos en algunas de las proteínas involucradas en los 
mecanismos de reparación del daño en el ADN24,84. Estos defectos hacen a estos tumores más 
sensibles a daños específicos en el ADN al no ser capaz de repararlos. Fármacos anticancerosos 
que generan daño en el ADN son más citotóxicos en células que presentan defectos en algunas 
de estas vías reparación. El cisplatino es un buen ejemplo de ello. Este fármaco actúa generando 
aductos en el ADN que son reparados por la vía NER. Se sabe que existen cánceres de pulmón 
que presentan defectos en alguna de las proteínas de NER, siendo éstos más sensibles al efecto 
de cisplatino84,227. Cisplatino no es el único caso. De hecho, en esta tesis se ha realizado una 
revisión bibliográfica que muestra que la actividad citotóxica de más de 60 fármacos 
antineoplásicos utilizados en clínica se altera cuando existían deficiencias en específicas 
proteínas reparadoras del ADN (ver revisión en Antecedentes). Esto ha hecho que en los últimos 
años se empiecen a considerar los defectos en las proteínas implicadas en las vías de reparación 
del daño en el ADN como importantes dianas terapéuticas anticancerosas.  
Estudios clínicos han demostrado que existen tipos de cáncer de pulmón que presentan 
defectos en los mecanismos de reparación de las rutas NER, BER, HR, NHEJ o FA24,84. Estos 
tumores serían más sensibles a fármacos cuyo daño producido en el ADN solamente pudiese ser 
reparado por este tipo de mecanismos, mientras que las células normales no se verían afectadas 
al tener los mecanismos de reparación funcionales15,24,84. Esta posible selectividad anticancerosa 
basada en los defectos en los mecanismos de reparación ha sido utilizada en esta tesis para la 
búsqueda de fármacos selectivos. De los compuestos que demostraron actividad anticancerosa 
selectiva, se estudió la implicación de los mecanismos de reparación de aquellos que 
presentaron capacidad para generar daño en el ADN. Tanto fenilglioxal (FG) como los 
derivados galactopiranósidos 22 y 35 fueron más citotóxicos en células deficientes en NER, por 
lo que la actividad anticancerosa selectiva de estos compuestos podría ser mayor en el caso de 
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cánceres con deficiencias en NER. FG también demostró mayor actividad citotóxica sobre 
células deficientes en las vías NHEJ y HR, al igual que el agente prooxidante pirogalol, por lo 
que cánceres deficientes en estas vías podrían ser más sensibles a estos compuestos. Estos 
compuestos no fueron los únicos que demostraron mayor citotoxicidad sobre células deficientes 
en HR, sino que el extracto de erium oleander, las lactonas α,β insaturadas (2-furanona y 2-
pirona) y el nuevo antagonista del receptor NK-1 INKB300b también demostraron mayor 
citotoxicidad sobre líneas deficientes en esta ruta de reparación. El papel de HR en la reparación 
del daño inducido por estos compuestos sugiere que cánceres con defectos en esta vía podrían 
ser más sensibles al efecto de estos compuestos. Únicamente el compuestos dodecil 
hidroxitirosil éter demostró mayor actividad citotóxica sobre líneas deficientes en BER, por lo 
que este compuesto podría ser útil en cánceres de pulmón deficiente en esta ruta de reparación 
del daño en el ADN. Es necesario realizar más estudios para poder confirmar que las 
deficiencias en estas vías aumentarían la selectividad de estos compuestos sobre células 
cancerosas. Estos estudios se han contemplado para la continuación del trabajo defendido en 
esta tesis. Células de cáncer de pulmón A549 serían transfectadas con siARN para el 
silenciamiento de los genes que codifican las proteínas que participan en las vías de reparación 
comentadas anteriormente. De esta manera, se podrá ver cómo se ve influenciada la actividad 
citotóxica de los compuestos comentados anteriormente sobre células cancerosas de pulmón 
deficientes en las vías de reparación.  
Otra de las estrategias utilizadas en la búsqueda de nuevos fármacos anticancerosos 
selectivos fue la generación de estrés oxidativo mediante la utilización de agentes prooxidantes. 
Las células cancerosas poseen mayores niveles basales de especies reactivas de oxígeno (EROs) 
que las células normales36,37. Se piensa que un aporte exógeno específico de EROs podría elevar 
los niveles de estrés oxidativo hasta efectos citotóxicos en las células cancerosas, sin que las 
células normales se viesen afectadas33,35,36,72. De hecho, estudios recientes sugieren que las 
EROs participan en la actividad anticancerosa de muchos fármacos anticancerosos utilizados en 
clínica, como cisplatino, paclitaxel y doxorubicina72. Por este motivo, se ha empezado a estudiar 
la generación de estrés oxidativo como una nueva diana terapéutica. Esta generación de estrés 
oxidativo podría llevarse a cabo mediante la utilización de compuestos prooxidantes. Estos 
compuestos a bajas concentraciones suelen actuar como antioxidantes, pero a altas 
concentraciones son capaces de generar EROs como el peróxido de hidrógeno. En esta tesis se 
ha evaluado la posible actividad anticancerosa selectiva de varios agentes prooxidantes. En 
primer lugar, se comprobó si realmente células cancerosas de pulmón eran más sensibles a un 
aporte exógeno de EROs que células normales. En la Figura II del Anexo I se puede observar 
que las células cancerosas fueron más sensibles al tratamiento con peróxido de hidrógeno que 
las células normales. Posteriormente se evaluó la posible actividad anticancerosa de varios 
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compuestos prooxidantes. Estos compuestos fueron seleccionados con la ayuda de la revisión 
bibliográfica “Prooxidant natural products as anticancer agents” comentada e incluida en el 
apartado de Antecedentes. No todos los compuestos prooxidantes evaluados mostraron 
actividad citotóxica selectiva frente a las células cancerosas, lo que sugiere que el modo de 
generación de EROs es importante para la posible actividad anticancerosa selectiva. Por 
ejemplo, miricetina y ácido gálico son compuestos que generan EROs debido a la molécula de 
pirogalol que contienen en su estructura53. Sin embargo, miricetina no demostró actividad 
anticancerosa selectiva mientras que el ácido gálico sí presentó mayor actividad citotóxica 
frente a las células cancerosas. El ácido clorogénico (ACG), el hidroxitirosol (y sus derivados 
sintéticos) y el resveratrol demostraron una marcada selectividad citotóxica sobre células 
cancerosas de pulmón, que puede explicarse por su capacidad prooxidante. La generación de 
EROs también participó ligeramente en la citotoxicidad del extracto de . oleander y la del 
heterósido cardiotónico oubaína. Aunque la generación de EROs por algunos de estos 
compuestos solamente se observó a concentraciones elevadas, estas concentraciones podrían 
alcanzarse mediante administración intravenosa. Un ejemplo es el caso de la vitamina C. Los 
resultados obtenidos en esta tesis muestran que la vitamina C posee una elevada actividad 
anticancerosa selectiva a la concentración de 1 mM; concentración que podría alcanzarse en 
plasma mediante infusión intravenosa213. Formulaciones galénicas, como la encapsulación del 
compuesto en micro- y nanopartículas, también podrían ayudar a alcanzar las concentraciones 
de los compuestos en el tumor. Por ejemplo, Lemarie y cols.228 observaron que la 
administración intravenosa de epigalocatequina-3-galato encapasulada resultó en la supresión de 
tumores en un modelo animal de cáncer. Por otra parte, la potencia de estos compuestos 
prooxidantes podría aumentarse mediante modificaciones químicas, como han demostrado 
algunos de los derivados semisintéticos de hidroxitirosol evaluados en este trabajo. Algunos de 
éstos derivados generan EROs a concentraciones más bajas que las mostradas por hidroxitirosol, 
por lo que pueden ser más citotóxicos y selectivos. Estos datos sugieren que determinados 
compuestos prooxidante podrían tener utilidad para el tratamiento del cáncer de pulmón.  
La tercera estrategia seguida en esta tesis estuvo basada en que las células cancerosas 
tienen una mayor dependencia de la glicólisis que las células normales25,26,29. Esta dependencia 
se debe a que las células cancerosas necesitan activar la glicólisis para el aporte de los elevados 
niveles de energía y de macromoléculas necesarios para poder mantener el elevado ritmo 
proliferativo que presentan estas células31. Se piensa que la inhibición de la glicólisis provocaría 
un cambio metabólico en las células cancerosas que no podrían soportar, mientras que las 
células normales se verían menos afectadas por su menor dependencia de esta ruta metabólica 
para su supervivencia. El cáncer de pulmón, al igual que otros cánceres, depende de la glicólisis 
mayoritariamente para el mantenimiento energético necesario para la supervivencia y la 
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proliferación32. Por este motivo, durante esta tesis se ha estudiado la posible utilidad de la 
inhibión de la glicólisis en el tratamiento del cáncer de pulmón. Por un lado, los heterósidos 
cardiotónicos y el extracto de . oleander inhibieron la glicólisis de células cancerosas de 
pulmón. Por otro lado, tres inhibidores de glicólisis conocidos, dicloroacetato, 2-deoxiglucosa y 
bromopiruvato, no mostraron actividad citotóxica selectiva, siendo igual de citotóxicos para 
células normales como para células cancerosas de pulmón. Estas diferencias en actividad 
anticancerosa selectiva entre los heterósidos cardiotónicos y estos tres inhibidores de glicólisis 
ponen de manifiesto que la inhibición de la glicólisis puede no ser suficiente para poder generar 
actividad citotóxica selectiva frente a células cancerosas, o que el mecanismo de inhibición de la 
glicolisis sea importante para conseguir selectividad. Por otra parte, la glicólisis no solamente es 
necesaria para el aporte energético y de macromoléculas, sino que también juega un papel 
fundamental en el mantenimiento del estado redox de la célula. Como se ha comentado 
anteriormente, debido al elevado ritmo metabólico de las células cancerosas, éstas presentan 
elevados niveles de EROs. Para poder mantener estos niveles dentro de concentraciones no 
citotóxicas, las células cancerosas han desarrollado mecanismos de defensas, incluyendo la 
glicólisis. Por este motivo, se ha propuesto que la combinación de inhibidores de glicólisis junto 
con agentes prooxidantes podría producir un sinergismo citotóxico sobre células cancerosas25. 
Esta combinación de compuestos originaría un aporte exógeno de EROs (por los agentes 
prooxidantes) que no podría ser controlado al encontrarse inhibida la glicólisis (por los 
inhibidores de la glicólisis). Durante esta tesis también se ha evaluado la combinación de 
inhibidores de glicólisis y agentes prooxidantes. Aunque los inhibidores de la glicólisis 
dicloroacetato y 2-deoxiglucosa, no presentaron actividad anticancerosa selectiva sobre células 
de cáncer de pulmón, cuando fueron combinados con el agente prooxidante pirogalol, se 
produjo una potenciación de la actividad anticancerosa selectiva. El heterósido cardiotónico 
digitoxina, que actuó como un potente inhibidor de la glicólisis, también potenció el efecto 
citotóxico selectivo de los agentes prooxidantes vitamina C y pirogalol. Estos datos sugieren 
que la inhibición de la glicólisis puede potenciar la actividad anticancerosa selectiva de agentes 
prooxidantes.  
Algunos de los compuestos que mostraron una elevada actividad anticancerosa selectiva 
fueron evaluados en combinación con fármacos anticancerosos utilizados en clínica. La 
combinación de fármacos anticancerosos es una de las herramientas más utilizadas para el 
tratamiento del cáncer. En esta combinación, es importante que los fármacos utilizados no 
presenten un efecto antagónico entre ellos. La combinación del derivado galactopiranósido 22, 
del dodecil hidroxitirosil éter o de los heterósidos cardiotónicos (digoxina, digitoxina y 
ouabaína) con un fármaco anticanceroso utilizado en clínica (cisplatino, oxaliplatino o 5-
fluorouracilo) mostró un modesto efecto sinérgico sobre células cancerosas. Estos datos 
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sugieren que la combinación de estos compuestos con fármacos anticancerosos utilizados en 
clínica podría potenciar su efecto anticanceroso selectivo.  
Finalmente, aquellos compuestos que mostraron mayor actividad anticancerosa selectiva  
en cáncer de pulmón fueron evaluados en otros tipos de cáncer. El compuesto aziridínico 22, el 
compuesto epóxido 35 y el antangonista del receptor NK-1 INKB300b también mostraron 
actividad anticancerosa selectiva en un modelo in vitro de cáncer de mama y melanoma. Por 
otra parte, los heterósidos cardiotónicos y el dodecil hidrotiroxil éter (HTDE) también 
mostraron mayor actividad citotóxica frente a células de cáncer de mama que frente a células 
normales. Es de destacar que el compuesto 22 y el HTDE presentaron una gran actividad 
citotóxica selectiva frente a células de cáncer de mama, siendo incluso mayor que la demostrada 
frente a células de cáncer pulmón, por lo que estos compuestos también podrían ser útiles en el 
tratamiento del cáncer de mama, que es el cáncer con mayores tasas de incidencia y mortalidad 
en mujeres10,13,131.  
En conclusión, de los más de cien compuestos que fueron evaluados durante esta tesis, los 
compuestos que presentaron mayor actividad anticancerosa selectiva frente a células de cáncer 
de pulmón fueron una aziridina derivada de galactosa (compuesto 22), un epoxialquil 
galactopiranósido (compuesto 35), el ácido clorogénico, los heterósidos cardiotónicos 
(digitoxina, digoxina y ouabaína) y el antagonista del receptor NK-1 INKB300b. Estos 
compuestos también demostraron tener actividad anticancerosa selectiva frente a otros tipos de 
cáncer. La marcada selectividad anticancerosa mostrada por algunos de estos compuestos 
ensayados requiere confirmación en modelos animales de cáncer. Como continuación de esta 
tesis, se pretende evaluar la actividad de estos compuestos en dos modelos in vivo de cáncer de 
pulmón en ratones, un modelo de cáncer de pulmón inducido por uretano229-232 y un modelo de 
metástasis pulmonar mediante la inyección de células cancerosas murinas233,234.   
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COCLUSIOES 
1. Se ha realizado un análisis bibliográfico de publicaciones que sugieren que es posible 
matar células tumorales de forma selectiva explotando sus defectos en la reparación del daño en 
el ADN y sus alteraciones metabólicas. Fruto de este análisis se seleccionaron más de 100 
compuestos (o estrategias), y su posible actividad anticancerosa selectiva se ha ensayado en 
células cancerosas de pulmón (A549) y células no cancerosas de pulmón (MRC5). 
Posteriormente se ha evaluado la posible implicación de la inducción de daño en el ADN, de la 
inhibición de la glicólisis y de la capacidad de generar especies reactivas de oxígeno en la 
actividad anticancerosa de los compuestos más selectivos. Para confirmar la selectividad 
anticancerosa de estos compuestos, se han utilizado células cancerosas de mama (MCF7), piel 
(UACC62) y colon (HTC116) frente a células normales de mama (MCF10) y piel (VH10). 
2. El epoxialquil galactopiranósido (2S,3S)-2,3-epoxidecil 4,6-O-(S)-bencilideno-β-D-
galactopiranósido (compuesto 35) posee actividad anticancerosa selectiva frente a células 
cancerosas de pulmón. La generación de daño en el ADN participa en la citotoxicidad de este 
compuesto, y la ruta de reparación NER está involucrada en la reparación de dicho daño. Este 
compuesto también posee actividad anticancerosa selectiva sobre células cancerosas de mama y 
melanoma.  
3. La aziridina derivada de galactosa 2-Metil-2,3-[N-(4-
metilbencenosulfonil)imino]propil2,3-di-O-bencil-4,6-O-(S)-bencilideno-β-D-galactopiranósido 
(compuesto 22) induce una marcada selectividad anticancerosa frente a células de cáncer de 
pulmón, mama y melanoma. La generación de daño en el ADN está involucrada en su efecto 
citotóxico, y la vía de reparación NER participa en la reparación de dicho daño. Es de destacar 
que las concentraciones de esta nueva aziridina requeridas para matar células de cáncer de 
mama fueron aproximadamente 50 veces inferiores a las necesarias para matar células normales 
de mama.  
4. El compuesto dicarbonílico fenilglioxal muestra actividad anticancerosa selectiva sobre 
células cancerosas de pulmón. Esta actividad se debe, al menos en parte, a la generación de 
daño en el ADN y a la producción de peróxido de hidrógeno. Células deficientes en las vías de 
reparación NER, HR y NHEJ son más sensibles al efecto citotóxico de fenilglioxal que células 
no deficientes, lo que sugiere que tumores con defectos en estas vías de reparación pueden ser 
hipersensibles al efecto citotóxico de este compuesto.  
5. Pirogalol, molécula presente en la estructura del compuesto mayoritario del té verde 
epigalocatequina-3-galato, mata células cancerosas de pulmón de forma selectiva. Esta 
citotoxicidad se debe fundamentalmente a su capacidad de generar peróxido de hidrógeno. 
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Pirogalol también induce roturas de doble cadena del ADN, en cuya reparación están 
involucradas las rutas HR, NHEJ y FA. 
6. El constituyente del café ácido clorogénico induce un efecto citotóxico selectivo sobre 
células de cáncer de pulmón, genera daño en el ADN e induce la formación de complejos de 
rotura ADN-topoisomerasas. Estos efectos se deben principalmente a su capacidad de generar 
peróxido de hidrógeno.  
7. Una nueva serie de derivados sintéticos del compuesto presente en el aceite de oliva 
hidroxitirosol muestra actividad anticancerosa selectiva sobre células cancerosas de pulmón. En 
la citotoxicidad del compuesto con mayor selectividad, dodecil hidroxitirosil éter, está 
involucrada la generación de especies reactivas de oxígeno y la inducción de daño en el ADN. 
La combinación de este compuesto con 5-fluorouracilo muestra un efecto sinérgico en células 
de cáncer de pulmón y antagónico en células normales de pulmón. Este derivado del 
hidroxitirosol también presenta actividad anticancerosa selectiva frente a células de cáncer de 
mama.  
8. Los heterósidos cardiotónicos digitoxina, digoxina y ouabaína, y un extracto 
hidroalcohólico de las hojas de la planta rica en heterósidos cardiotónicos erium oleander L. 
(Apocinaceae) muestran una elevada selectividad frente a células cancerosas de pulmón e 
inducen una marcada inhibición de la glicólisis en estas células. También potencian la 
citotoxicidad de cisplatino en células de cáncer de pulmón al administrarse tras este fármaco 
anticanceroso. Cabe destacar que digitoxina inhibe el crecimiento de células cancerosas de 
pulmón a concentraciones más bajas que las presentes en el plasma de pacientes que utilizan 
este fármaco para el tratamiento de su enfermedad cardiaca. 
9. Las lactonas α,β-insaturadas 2-furanona y 2-pirona, presentes en la estructura de los 
heterósidos cardiotónicos, muestran actividad citotóxica selectiva sobre células de cáncer de 
pulmón. Estas lactonas generan daño en el ADN, en cuya reparación participa la ruta HR. 
10. Del resto de compuestos ensayados destaca la actividad anticancerosa selectiva sobre 
células de cáncer de pulmón, mama y melanoma mostrada por el nuevo antagonista del receptor 
de neurokinina-1 denominado compuesto INKB300b. 
11. Las conclusiones anteriores indican que es posible matar células cancerosas de forma 
selectiva explotando sus defectos en la reparación del daño en el ADN y sus alteraciones 
metabólicas. La marcada selectividad anticancerosa mostrada por algunos de los compuestos 
ensayados requiere confirmación en modelos animales de cáncer. La actividad anticancerosa 
selectiva de digitoxina en células de cáncer de pulmón a concentraciones terapéuticas apoya la 
posible realización de ensayos clínicos en pacientes con este tipo de cáncer.  
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COCLUSIOS 
1. This work has analyzed the literature suggesting that cancer cells can be selectively 
killed by exploiting their DNA repair defects and their metabolic alterations. This analysis has 
been used to select over 100 compounds (and strategies), and their possible selective anticancer 
activity has been evaluated against lung cancer cells (A549) and lung non-malignant cells 
(MRC5). Then, it has been evaluated whether the most selective compounds induced DNA 
damage, inhibited glycolysis and generated reactive oxygen species. Compounds with a high 
selective cytotoxicity towards lung cancer cells have been also assessed against breast cancer 
cells (MCF7), melanoma cells (UACC62) and colon cancer cells (HTC116) versus breast 
normal cells (MCF10) and skin normal cells (VH10). 
2. The epoxyalkenyl galactopyranoside (2S,3S)-2,3-epoxydecyl 4,6-O-(S)-benzylidene-β-
D-galactopyranoside (compound 35) induces selective cytotoxic activity against lung cancer 
cells, breast cancer cells and melanoma cells. This compound induces DNA damage, which may 
require a functional NER pathway for repair.   
3. The new aziridine 2-methyl-2,3-[--(4-methylbenzenesulfonyl)imino]propyl 2,3-di-O-
benzyl-4,6-O-(S)-benzylidene-β-D-galactopyranoside (compound 22) induces a remarkable 
selective cytotoxic activity against lung cancer cells, breast cancer cells and melanoma cells, 
which may be mediated by its ability to induce DNA damage that requires NER for repair. It is 
worth noting that this aziridine kills breast cancer cells at concentrations 50-fold lower than 
those required to kill non-malignant breast cells. 
4. The guanidine-reactive agent phenylglyoxal induces selective cytotoxicity against lung 
cancer cells. This activity is mediated, at least in part, by its ability to induce DNA damage and 
to generate hydrogen peroxide. Cells defective in the DNA repair pathways NER, HR and 
NHEJ are more sensitive than parental cells to the cytotoxic activity of phenylglyoxal. These 
data suggest that tumor cells with defects in these DNA repair pathways may be hypersensitive 
to the cytotoxic activity of phenylglyoxal. 
5. Pyrogallol, a molecule present in the chemical structure of the major green tea 
constituent epigallocatechin-3-gallate, kills lung cancer cells selectively. This selective 
cytotoxicity is mainly mediated by its ability to generate hydrogen peroxide. Pyrogallol may 
also induce DNA double strand breaks that require HR, NHEJ and FA for repair. 
6. The coffee constituent chlorogenic acid induces selective killing of lung cancer cells, 
generates cellular DNA damage and induces the formation of topoisomerases-DNA complexes 
in cells. These activities are largely mediated by its ability to generate hydrogen peroxide. 
 7. A new series of alkyl ether derivatives of the olive oil constituent hydroxytyrosol 
displays selective cytotoxicity against lung cancer cells. Hydroxytyrosyl dodecyl ether (HTDE), 
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the most selective derivative, can moderately inhibit glycolysis, induce oxidative stress and 
cause DNA damage in A549 cells. The combination of HTDE with the anticancer drug 5-
flurouracil induces a synergistic cytotoxicity in lung cancer cells but not in lung non-malignant 
cells. HTDE also displays selective cytotoxicity against breast cancer cells. 
8. The cardiac glycosides digitoxin, digoxin and ouabain, and a hydroalcoholic extract 
from the leaves of the cardiac glycoside-containing plant erium oleander L. (Apocynaceae) 
display a high selective cytotoxicity towards lung cancer cells and induce a marked inhibition of 
glycolysis in these cells. These drugs also increase the cytotoxicity of cisplatin when 
administered after this commonly used anticancer agent. It is worth noting that digitoxin inhibits 
the growth of lung cancer cells at concentrations below those commonly found in the plasma of 
cardiac patients treated with this drug. 
9. The alpha, beta-unsaturated lactones 2-furanone and 2-pyrone, which are present in the 
chemical structure of cardiac glycosides, induce selective cytotoxicity towards lung cancer cells. 
These lactones generate cellular DNA damage that requires HR for repair. 
10. The selective cytotoxic activity of other compounds has been assessed; the high 
selective cytotoxicity against lung, melanoma and breast cancer cells shown by the new 
neurokinin 1 receptor antagonist INKB300b is worth noting.  
11. The conclusions listed above support the idea that cancer cells can be killed 
selectively by exploiting their DNA repair defects and their metabolic alterations. The marked 
selective cytotoxicity displayed by some compounds towards cancer cells warrants further 
evaluation in animal models. The anticancer activity of digitoxin in lung cancer cells at 
therapeutic concentrations supports its possible advancement into clinical trials for the treatment 
of patients with lung cancer. 
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2-DG: 2-deoxiglucosa 
5-FU: 5-fluororuacilo 
ACG: ácido clorogénico 
ADN: ácido desoxirribonucléico 
AG: ácido gálico 
AMP: adenosín monofosfato 
AMPK: proteína quinasa activada por AMP (AMP-activated protein kinase) 
Antag.: antagonismo 
ATCC: American Type Culture Collection 
ATP: adenosín trifosfato 
BB: solución tampón de unión (binding buffer) 
BER: reparación por escisión de bases (Base Excision Repair) 
BrP: bromopiruvato 
BSA: albúmina de suero bovino (bovine serum albumin) 
CAT: ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo de Krebs 
Cat: catalasa 
CI: índice de combinación (combination index)  
Conc.: concentración 
CPCNP: cáncer de pulmón de células no pequeñas 




DMEM: Dulbecco's modified Eagle's medium 
ECACC: European Collection of Cell Cultures 
EEUU: Estados Unidos 
EGCG: epigalocatequina-3-galato 
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (epidermal growth factor 
receptor) 
ERO: especies reactivas de oxigeno 
Etop: etopósido 
FADH2: flavín adenín dinucleótido 
FG: fenilglioxal 
FITC: fluoresceína isotiocianato. 
H2O2: peróxido de hidrógeno 
HIF1: factor de transcripción inducible por hipoxia-1 (hypoxia-inducible factors) 
HR: recombinación homóloga (Homologous recombination) 
HTY: hidroxitirosol (hydroxytyrosol) 
HTDE: hidroxitiroxil dodecil éter 
NHEJ: reparación por unión de extremos no homólogos (non-homologous end joining) 
IC50: concentración inhibitoria (inhibitor concentration 50) 
IP: yoduro de propidio 
MAPK: proteína quinasa activada por mitógeno (mitogen-activated protein kinases)  
MMR: reparación de desapareamiento de bases (Mismatch repair) 
MnTMPyP: manganeso (III) tetrakis (1-metil-4-piridil) porfirina 
NAC: n-acetilcisteína 
NAD+: nicotinamida adenina dinucleótido en su forma oxidada 
NADH: nicotinamida adenina dinucleótido en su forma reducida 
NER: reparación por escisión de nucleótidos (Nucleotide Excision Repair) 
NK: neurokinina 
NOE: Extracto de erium oleander (erium oleander extract) 
OCT1: factor de transcripción unido a octámero (octamer-binding transcription factor) 
OXPHOS: fosforilación oxidativa (Oxidative phosphorylation) 
PBS: tampón fosfato salino (phosphate-buffered saline)  
PDH: piruvato deshidrogenasa 
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PDK: piruvato deshidrogenasa kinasa 
PET: tomografía por emisión de positrones (positron emission tomography) 
PFK: fosfofructoquinasa (phosphofructokinase) 
PG: pirogalol 
PI3K: fosfoinositol 3-quinasa (phosphoinositida 3-kinase) 
RMN: resonancia magnética nuclear 
Sinerg.: sinergismo 
SEM: error estándar de la media (standar error mean) 
SGLT: cotransportador glucosa/Na+ (sodium-glucose transport protein) 
SIDA: Síndrome de InmunoDeficiencia Adquirida 
SP: sustancia P 
SRB: sulforrodamina B 
TAC: tomografía computarizada 
TCA: ácido tricloroacético (trichloroacetic acid) 
Topo: topoisomerasa 
UV: ultravioleta 
VDAC: canales de aniones dependientes de voltaje (voltage dependent anion channels) 
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AEXO I. COTROLES POSITIVOS Y EGATIVOS. 
I.I. COTROLES PARA LOS ESAYOS DE VIABILIDAD CELULAR.  
Todos los experimentos fueron realizados junto con una serie de compuestos controles. 
Por una lado se utilizaron fármacos anticancerosos utilizados en clínica (cisplatino, 5-
fluorouracilo e hidroxiurea) para la comparación de la actividad anticancerosa de los 
compuestos evaluados en esta tesis con fármacos anticancerosos usados en clínica. Un ejemplo 
representativo del efecto de estos fármacos anticancerosos sobre las células cancerosas y células 
no malignas utilizadas en esta tesis está recogido en la Figura I y en la Tabla I.  
Por otro lado, el objetivo principal de esta tesis fue la búsqueda de nuevos fármacos 
anticancerosos más selectivos para el tratamiento del cáncer. Para cumplir este objetivo, una de 
las herramientas utilizadas fue la evaluación del efecto citotóxico de los compuestos evaluados 
sobre células cancerosas de pulmón A549 y sobre células normales de pulmón MRC-5. En estos 
experimentos fueron utilizados el ácido cítrico y el hipoclorito sódico como controles negativos 
de selectividad, para verificar que no todos los compuestos mostraban citotoxicidad selectiva 
hacia las células cancerosas. En la Tabla I están recogidos los valores de IC50 de estos 
compuestos obtenidos de tres experimentos independientes representativos.  
IC50 (medias ± SEM; µM) 
Células 











6,0 ± 0,1 0,006 ± 0,001 
MCF10 ˂0,1 22,6 ± 3,7 - - - - 
o 
malignas 




A549 51,6 ± 45,1 12,9 ± 4,7 - 
58,6 ± 
7,3 
7,5  ± 0,2 0,013 ± 0,001 










HT29 285 ± 62,9 - - - - - 
Tabla I. Valores IC50 de diferentes compuestos utilizados como controles durante los 
ensayos MTT. Estos valores se obtuvieron a partir de los datos recogidos de viabilidad celular 
tras un tratamiento de 48 h con varios compuestos utilizados de control (MTT).  
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Figura I. Citotoxicidad de fármacos anticancerosos sobre varias líneas celulares 
cancerosas y no cancerosas. Células cancerosas (A549, MCF7 y UACC-62) y células no 
malignas (MRC-5, MCF10 y UACC-62) fueron tratadas durante 48 horas con diferentes 
fármacos anticancerosos utilizados en clínica como controles para la comparación con la 
citotoxicidad de los compuestos evaluados en esta tesis. Las gráficas A-F) recogen la viabilidad 
celular tras el tratamiento con los fármacos anticancerosos control, la cual fue medida mediante 
ensayo MTT. Estos controles fueron utilizados durante todos los ensayos realizados, aquí se 
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Una de las estrategias seguidas para la búsqueda de fármacos anticancerosos más 
selectivos fue la utilización de agentes prooxidantes para elevar los niveles de especies reactivas 
de oxígeno (EROs) hasta concentraciones tóxicas para células cancerosas sin que se lleguen a 
afectar células normales. El peróxido de hidrógeno (H2O2) fue utilizado como control de la 
mayor sensibilidad de las células cancerosas a las EROs que las células normales. La Figura II 
recoge tres experimentos MTT representativos del tratamiento con H2O2 durante 48 horas.  
 
Figura II. Citotoxicidad de peróxido de hidrógeno (H2O2) sobre varias líneas celulares 
cancerosas y no cancerosas. Células cancerosas A549 y UACC-62 y células no malignas MRC-
5 y VH10 fueron tratadas con H2O2 durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo, la viabilidad 
celular fue obtenida realizando el ensayo MTT.  
 
El H2O2 fue también utilizado como control en el estudio de la posible implicación de la 
generación de EROs en el efecto citotóxico de los compuestos estudiados durante esta tesis. En 
estos ensayos fue estudiado los cambios en el efecto citotóxico de los compuestos evaluados en 
presencia y ausencia de antioxidantes. El H2O2 fue utilizado como control de la actividad de los 
antioxidantes, ya que estos antioxidantes son capaces de eliminar totalmente el efecto citotóxico 
de H2O2. En la Figura III son representados los resultados obtenidos de tres experimentos 
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Figura III. Eliminación del efecto citotóxico del control positivo H2O2 por antioxidantes. 
Esta figura representa la viabilidad de células A549 tras el tratamiento  con H2O2 en presencia o 
ausencia de antioxidantes (catalasa, NAC y MnTMPyP) durante 48 h. Aquí son representados 
los datos obtenidos de tres experimentos representativos en los que se utilizó H2O2 como 
control.  
 
I.II. COTROLES DE LAS LÍEAS DECIFIETES E LA REPARACIÓ DEL 
DAÑO E EL AD.  
La evaluación de la interferencia de los mecanismos de reparación del daño en el ADN en 
la actividad citotóxica de los compuestos estudiados en esta tesis fue realizada con ensayo MTT 
o ensayo clonogénico. En estos ensayos siempre hubo presente un control positivo hacia las 
líneas deficientes, es decir, un compuesto que se sabe que presenta mayor actividad citotóxica 
sobre células deficientes en una vía de reparación del daño en el ADN que sobre células no 
deficientes. La Tabla II recoge los valores obtenidos de IC50 de los controles utilizados. Estos 
valores fueron obtenidos de tres experimentos representativos de todos los ensayos realizados. 
Los controles positivos escogidos fueron etopósido para las vías HR, NHEJ y FA, luz 
ultravioleta para el estudio de NER y peróxido de hidrógeno para la vía BER (ver la revisión 
Effect of DA repair deficiencies on the cytotoxicity of drugs used in cancer therapy – A review 
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IC50 (media ± SEM; µM) 
Células 
Etopósido UV (J/m2) H2O2 
BER  - - 127,5 ± 2,1  
ER - 20 - 
HR 0,8 ± 0,1 - - 
HEJ 7,0 ± 1,8 - - 
o 
deficientes 
FA 15,0 ± 1,4 - - 
BER  - - 80,4 ± 1,7 
ER - 5 - 
HR 0,1 ± 0,0 - - 
HEJ 3,2 ± 1,3 - - 
Deficientes 
FA 4,1 ± 0,7 - - 
Tabla II. Ejemplos representativos de los valores de IC50 mostrados por los compuestos 
controles utilizados durante el estudio del papel de los mecanismos de reparación del daño en el 
ADN en el efecto citotóxico de los compuestos testados en esta tesis. Estos datos fueron 
calculados a partir de los datos obtenidos de la viabilidad celular tras la exposición de 2 ó 48 h, 
en los casos de H2O2 y etóposido respectivamente, o tras la exposición a luz ultravioleta (UV) y 
24 horas de recuperación de la irradiación (MTT).  
 
I.III. CURCUMIA COMO COTROL POSITIVO DE IDUCCIÓ DE APOPTOSIS.  
Curcumina fue utilizada en cada ensayo de evaluación del tipo de muerte celular como 
control positivo, debido a que curcumina es un claro inductor de apoptosis. La Figura IV 
muestra un ejemplo elaborado con los datos obtenidos de 3 experimentos representativos de 
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Figura IV. Curcumina como control positivo de apoptosis. En los experimentos de 
detección del tipo de muerte celular, curcumina fue utilizada como control positivo de 
apoptosis. Las células fueron tratadas con 20 µM de curcumina durante 24 h. La gráfica muestra 
los resultados obtenidos del uso de curcumina como control en tres experimentos 
representativos.  
 
I.IV. COTROLES UTILIZADOS E LA EVALUACIÓ DEL DAÑO E EL AD.  
En los ensayos de evaluación del daño en el ADN fueron utilizados como controles 
positivos:  
*   En el ensayo cometa: camptotecina y H2O2 por su capacidad de generar daño en el 
ADN (Figura V).  
*   En el ensayo de inmunofluorescencia de focos de γH2AX: irradiación con rayos X, 
que generan daño en el ADN por roturas de doble cadena (Figura VI).  
* En la técnica TARDIS: camptotecina y etopósido, dos inhibidores de topoisomerasas 
(Figura VII). 
En los tres ensayos estos controles estuvieron siempre en la realización de los 
experimentos. En las Figuras V-VII son recogidos los resultados de estos controles en 3 
experimentos representativos del resto.  
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Figura V. Daño en el ADN mostrado por los controles positivos camptotecina y peróxido 
de hidrógeno. Camptotecina (CPT) y peróxido de hidrógeno (H2O2) fueron utilizados como 
controles positivos de daño en el ADN en los ensayos del cometa realizados en esta tesis. Los 
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Figura VI. Inducción de focos de γH2AX por rayos-X. Irradiación con 4 Gy de rayos X 
fue utilizada como control positivo en la detección de daño en el ADN por roturas de doble 











Figura VII. Formación de complejos ADN-topoisomerasas por los venenos de 
topoisomerasa camptotecina y etopósido. Esta figura representa un ejemplo de los resultados 
obtenidos con los venenos de topoisomerasa camptotecina (cpt) y etopósido (etop) de un ensayo 
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I.V. COTROLES UTILIZADOS E LA EVALUACIÓ DE LA ALTERACIÓ DE LA 
GLICÓLISIS.   
Durante la evaluación de la capacidad de inhibir la glicólisis por alguno de los 
compuestos estudiados en esta tesis, fueron utilizados como controles negativos el cisplatino y 
el 5-fluorouracilo (5-FU), fármacos anticancerosos cuyo mecanismo de acción es la generación 
de daño en el ADN, mientras que como control positivo se utilizó el inhibidor de glicólisis 
dicloroacetato. La Figura VIII muestra los porcentajes de producción de lactato (producto final 
de la glicólisis) y de consumo de glucosa (producto inicial de la glicólisis) por los controles 
utilizados. Estos datos pertenecen a las medias de tres experimentos representativos.  
 
Figura VIII. Influencia en la glicólisis de dicloroacetato, cisplatino y 5-fluorouracilo. En 
los experimentos de estudio de la inhibición de la glicólisis, fueron utilizados como controles 
negativos 5-fluorouracilo (5-FU) y cisplatino, en cuyo mecanismo de acción no está involucrada 
la glicólisis, mientras que como control positivo se utilizó el dicloroacetato, un aceptado 
inhibidor de la glicólisis.  
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